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RESUMEN

La ocurrencia de distintos patrones del ciclo reproductivo en los moluscos se ve influenciada
por un sinnimero de factores que en conjunto los determinan. La cinética de la gametogénesis
estarfa incidiendo en gran parte en sus caracteristicas. Las diferencias existentes en la
gametogénesis femenina y masculina hasta ahora han determinado que los métodos utilizados para
estudiar el aspecto reproductivo de los moluscos, se concentre casi en su totalidad en las hembras.
Al mismo tiempo, los métodos utilizados no entregan resultados comparables ni un buen grado de
profundizacion en el tema. En este sentido, la hipétesis de trabajo fue determinar si la cinética de la
linea germinal (2 y &) durante la gametogénesis de Fissurella latimarginata, expresa los patrones
de ciclo reproductivo en dos poblaciones (Punta Coloso, Il region y Los Vilos, IV regién). Esto se
realizd mediante andlisis cualitativo y cuantitativo macroscopicos y microscopicos (recuento de
ovocitos por area y medicion de la linea germinal masculina).

Para el andlisis cualitativo microscopico del ciclo reproductivo se procesaron muestras
provenientes de Punta Coloso (23° 44" S; 70° 20" W) y Los Vilos (31°52'S; 71° 33'W y 31°54'S; 71°
30'W), mediante técnica histologica de rutina. Se clasificd cada individuo en uno de los cinco
estados de desarrollo gonadal: D1, madurez inicial; D2, madurez avanzada; D3, madurez total; R1,

evacuacion inicial; R2, evacuacion total y graficandose en histogramas de frecuencias (%) por mes
de muestreo. Para la determinacion cuantitativa macroscopica del ciclo reproductivo se calculo el

indice Gonadosomético (IGS) con la formula : (peso de la génada X (peso humedo total)-* X 100).

Para el andlisis cuantitativo microscopico del ciclo reproductivo de los machos se estimd la variacion
en altura de las regiones de células temprana (LGT: espermatogonias, espermatocitos Yy
espermatidas redondas indiferenciadas) y avanzadas (LGA: espermétidas elongadas en
citodiferenciacion). Se obtuvo el promedio mensual para las poblaciones de Punta Coloso y Los
Vilos. Se realizaron andlisis de varianza de una via y pruebas a posteriori para determinar
diferencias entre medias muetrales (prueba T*). Se construyeron rangos de talla por mes para cada
region germinal y los datos se trabajaron como tablas de contingencia R x C. Se determind el
estadistico G y los residuos estandarizados (Grant & Tyler, 1983) para seguir su crecimiento.

Xiv



Para el analisis cuantitativo del ciclo reproductivo de las hembras se contaron, mediante
videomicroscopia, los tipos celulares presentes en un area de 0,072 mm2 (ovocitos previtelogénicos,
ovocitos vitelogénicos adheridos y ovocitos vitelogénicos libres) y se calculé el promedio mensual.
Se realizaron analisis de varianza de una via y pruebas T". Luego se trabajaron los conteos como
tablas R x C (Mes x N° tipo celular) y se determin6 el estadistico G y los residuos estandarizados
para establecer la sucesion progresiva de los tipos celulares femeninos.

Los resultados indican que las poblaciones de ambas localidades presentan un ciclo
reproductivo continuo asincrénico con dos periodos reproductivos (agosto-marzo y abril-julio). La
poblacion de Punta Coloso presenta su principal evacuacion gonadal en noviembre y la de Los Vilos
en julio.

El patrén de ciclo reproductivo cuantitativo se expresa, en ambas poblaciones, en los
resultados del analisis cualitativo de estados gonadales y en el célculo de IGS.

Tanto la linea germinal masculina como la femenina presentan diferencias temporales
significativas al andlisis de varianza. La prueba T~ determin6 cudles promedios mensuales aportaban
en mayor medida a la varianza, ayudando a establecer los periodos de maxima madurez y de
evacuacion gonadal.

El calculo del estadistico G fue significativo para ambas poblaciones, indicando la presencia
de variaciones en el desamollo de la linea germinal masculina y femenina a través del tiempo. Los
residuos estandarizados explicaron en detalle la dinamica de la linea germinal y permitieron
establecer el caracter continuo del ciclo reproductivo mediante la observacion de las sucesivas
progresiones de los diferentes tipos celulares (2 @ y & &).

De esta forma se concluye que el método cuantitativo y el posterior andlisis estadistico de
los resultados constituye una herramienta objetiva en los estudios reproductivos. Esto se debe a que
el uso de datos discretos (tamafio (um) 6 N° de cél / &rea) permite caracterizar la cinética de la
gametogénesis, la cual esta expresada en las diferencias encontradas mediante el analisis
cualitativo del ciclo reproductivo, resultados que permiten aceptar la hipotesis de trabajo y validar el
métaglo.

Se sugiere la incorporacion sistematica del anlisis histologico cuantitativo y el tratamiento
estadistico de los resultados, con el fin de rescatar la mayor parte de la informacion contenida en

ellos y facilitar su interpretacion y comparacion.
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INTRODUCCION

ASPECTOS REPRODUCTIVOS GENERALES

La sexualidad en un individuo se expresa en fres niveles: gonadal, corporal y conductual (Chan
&0, 1981). La sexualidad a nivel gonadal se manifiesta en la organizacion diferencial de la génada y
en la cinetica de los procesos gametogénicos y de regresion para cada especie en particular. En
invertebrados marinos, la sexualidad a este nivel ha sido estudiada desde distintos puntos de vista.
Algunos ejemplos lo constituyen la ocurrencia de los distintos patrones de ciclo reproductivo, la
cinetica de los procesos de la gametogénesis y la citomorfologia exclusiva de los gametos de ambos
sexos. El ciclo reproductivo consta de varias etapas sucesivas, donde inicialmente se produce una
acumulacion de los componentes nutritivos posteriormente asimilados en los procesos
gametogenicos seguido de una constante division y proliferacion celular a nivel de gonias que lleva
a la produccion de gametos altamente diferenciados. Posteriormente se lleva a cabo la acumulacion
de gametos maduros, un periodo de evacuacion y finalmente la remocion de los gametos residuales
(Giese & Pearse, 1974). En los gastropodos la gametogénesis no se desarrolla de igual forma en
ambos sexos; sin embargo, los estados iniciales de la ovogénesis son muy similares a las primeras
fases de la espermatogénesis, donde las células germinales primordiales originan a las ovogonias
primarias (Raven, 1961). En el caso de las hembras, la ovogénesis con frecuencia es dividida en
tres fases: la premeiftica, previtelogénica y vitelogénica. En la fase premeidtica ocurre la
diferenciacion de los ovocitos en que los cromosomas sufren una serie de cambios que representan

la profase de la primera division meiotica (leptoteno, cigoteno, paquiteno y diploteno). Al final de esta



fase la meiosis es temporalmente suspendida y el ovocito inicia su crecimiento y diferenciacion
(Raven, 1961), etapa que se denomina dictioteno (Arrau et al, 1981). Este hecho implica un gasto
energético considerable debido a la acumulacion de sustancias nutritivas. En el caso de los machos,
la espermatogénesis ha sido estudiada desde el punto de vista ultraestructural debido al pequefio
tamafio de los tipos celulares (Healy, 1989; Niu & Fuji, 1989). Esta consiste en una fase de
proliferacion celular inicial, una fase de maduracion meiética y una fase de citodiferenciacion o
espermiohistogénesis.

En el nivel corporal la sexualidad se manifiesta en la expresion fenotipica del sexo con la
formacion de organos y sistemas reproductivos (Fretter, 1946; Purchon, 1968; Roosen-Runge, 1977;
Webber, 1977; Giese & Kanatani, 1987; Wourms, 1987; Brown, et al, 1997; Collado, 1998).

A nivel conductual la sexualidad se expresa en el comportamiento de los individuos maduros de
la poblacion. El éxito de la evacuacion de los gametos en las especies de fertilizacion externa,
depende en gran medida del reconocimiento de ambos sexos determinado probablemente por
feromonas ylo por la estimulacion mutua de los animales (Fretter, 1984). El apareamiento no es una
conducta limitada a la condicion de individuos copuladores, ya que se ha observado agregacion de
animales en la especie Nacella (Patinigera) concinna (8 individuos como méximo) durante el
periodo de evacuacion de gametos (Picken & Allan, 1983) y ademas se han descrito agregaciones
de hasta 42 individuos en Nacella delesserti, pero no hay seguridad de su funcion reproductiva
(Blankley & Branch, 1985).

De los tres 6rdenes de Prosobranquios, los Arqueogastropodos presentan una sexualidad
relativamente simple. Este grupo principalmente comprende especies dioicas que no presentan

copula ni caracteristicas sexuales secundarias y que emiten los gametos libres al exterior. Sin



embargo, también hay especies de fertilizacion externa que disponen sus 6vulos embebidos en
cintas mucosas, donde ocurre el desarrollo hasta los estados de larva trocofora y veligera. Los
Mesogastropodos corresponden al grupo més extenso, presentando una biologia reproductiva
diversa. Aunque la mayoria de las especies son dioicas, también se encuentran especies
hermafroditas consecutivas protandricas (reversion del sexo masculino a femenino) y
partenogenéticas. La copula, conducta reproductiva que facilita la transferencia de gametos, la
fertilizacion interna y la oviposicion en masas gelatinosas o en capsulas producidas en el oviducto
paleal, constituyen la generalidad en los Mesogastropodos y los Neogastropodos (Webber, 1977).

En los invertebrados marinos la sincronizacion o “iming” del ciclo reproductivo en animales
adultos, se expresa en un conjunto de patrones generalmente ciclicos, ocurriendo en forma ritmica o
esporadica (estacional) o continuamente a través del afio. Cuando responde a un ritmo, el periodo
reproductivo es alternativamente diario, semimensual, mensual, semianual (ocurre méas de un
periodo en el afio), anual (involucra un periodo activo de desarrollo de la gametogénesis, la
evacuacion de gametos y otro de reposo gonadal o inactividad) o bienal (Giese, 1959).

Un ciclo reproductivo continuo se caracteriza por periodos reproductivos que se repiten sin
mediar un periodo de reposo gonadal (Giese & Pearse,1974). En los Arqueogastropodos hay
evidencias de especies que desarrollan gametos maduros durante todo el afio (Ward, 1966;
Newman, 1967; Young & De Martini, 1970; Underwood, 1972; Hayashy, 1980; Joll, 1980), mientras
que ofras especies presentan ciclos anuales con patrones reproductivos estacionales (Orton ef al,
1956; Newman, op. cit.; Hayashy, op. cit.; Niu & Fuji, 1989).

Los procesos reproductivos de los invertebrados marinos estan controlados por factores de tipo

endogeno y exogeno. El almacenamiento de nutrientes, el control hormonal y los cambios



bioquimicos a nivel gonadal son factores endogenos que determinan las caracteristicas de los ciclos
reproductivos (Giese, 1959). Como un antecedente se ha descrito que durante el crecimiento de la
goénada (inicio de la gametogénesis) del poliplacoforo Katharina tunicata, el contenido de
carbohidratos es transformado a proteinas en los testiculos y a proteinas y lipidos en los ovarios
(Giese & Pearse, 1974). En la misma especie, se ha sefialado que los nutrientes utilizados en la
produccion de gametos provienen de reservas de nutrientes de la gonada, acumuladas a través de
la ingesta de alimento (Nimitz & Giese, 1964). Por otra parte, también se ha considerado como
organo de reserva nutritiva a la glandula digestiva, en la especie Katharina tunicata (Lawrence et
al., 1965) al igual que en los gastrépodos Haliotis tuberculata (Girard, 1972), H. rufescens y H.
cracheroidii (Boolotian et al., 1962). La glandula digestiva presenta un ciclo anual inverso al de la
gbnada, hecho que sugiere la ocurrencia de un traslado de material desde el sitio de
almacenamiento hacia la gdnada, para su posterior utilizacién en el crecimiento de los ovocitos.

En un contexto evolutivo, los organismos seleccionan mecanismos para lograr las mejores
posibilidades de sobrevivencia para asegurar la interaccion gamética y por ende la produccion de
larvas en condiciones ambientales favorables. Estas condiciones ejercen presion selectiva en el
"timing" y con frecuencia coinciden con el inicio de la gametogénesis, conformando el conjunto de
factores exdgenos en la sincronizacion (Giese & Pearse, op cit.).

Los ciclos ambientales determinan ritmos reproductivos por medio de sefiales que se traducen
a mecanismos fisiologicos, tales como cambios metabolicos y alteraciones en la regulacion de los
procesos gametogénicos. Con respecto a ellos, la mayor parte es regulado por hormonas aunque

alin no se ha encontrado un control endégeno (hormonal) de la meiosis (Schroeder, 1987).



Los factores exégenos (temperatura, fotoperiodo, disponibilidad de alimento, batimetria,
salinidad), han sido considerados como los modeladores, en gran proporcion, de las caracteristicas
de los ciclos reproductivos. En invertebrados marinos, Orton (1920) sostiene que la actividad
reproductiva diferencial entre poblaciones de una misma especie, de distinta distribucion geografica,
se debe a la accion de la temperatura, a pesar de que existen estudios que no apoyan la anterior
premisa (Webber & Giese, 1969; Himmelman, 1978). En los gastropodos Acmaea limatula (Segal,
1956) y Acmaea scabra (Sutherland, 1970), la actividad gametogénica de las poblaciones mas
supralitorales, que experimentan una temperatura més elevada y menor disponibilidad de alimento,
es mucho mas limitada (produccion de ovocitos) que en los individuos mas infralitorales. En
poblaciones del bivalvo Geukensia demissa situadas a distintos niveles del intermareal, se registra
una variacion temporal del comportamiento reproductivo, similar al obtenido para poblaciones de la
misma especie provenientes de latitudes diferentes (Borrero, 1987). Asimismo, se han descrito
poblaciones de Placopecten magellanicus que separadas latitudinalmente muestran diferencias en
la actividad reproductiva que ademas se expresan batimétricamente, con igual o mayor magnitud, en
un plano microgeografico (MacDonald & Thompson, 1988). El Arqueogastropodo Haliotis ruber
presentd diferentes estaciones reproductivas en distintos lugares de estudio, concluyéndose que las
variables ambientales locales influyen en la regulacion de la periodicidad reproductiva de esta
especie (Shepherd & Laws, 1974).

Los primeros trabajos acerca del control que ejerce la temperatura del agua sobre la
gametogénesis se obtuvieron en los bivalvos: Crassostrea virginica (Loosanoff, 1945; Loosanoff &
Davis, 1952); Venus mercenaria (Loosanoff & Davis, 1950); Tapes philippinarum (Mann, 1979);

Aequipecten irradians (Sastry, 1963; 1966; 1971); Mytilus edulis (Bayne et al., 1978, 1983);



Mytilus galloprovincialis (Lubet et al., 1981). En los Arqueogastropodos, la actividad gametogénica
se ha relacionado con cambios estacionales de la temperatura del agua; Haliotis australis (Poore,
1970); Haliotis tuberculata (Girard, 1972) y Collisella heroldi (Niu & Fuji, 1989).

Por ofra parte, la evacuacion de gametos en los haliotidos puede ser el resultado de la
combinacion de tres factores: el grado de madurez de la gonada, la intensidad del estimulo y las
condiciones ambientales en las que se encuentran los individuos cuando ocurren los estimulos
(Hayashy, 1980). Por consiguiente, la variacion térmica del agua, la disponibilidad de alimento y
ofros factores desconocidos estarian incidiendo en la variacion de la tasa de maduracion y en el
"timing" de la evacuacion de gametos. También se sostiene que el conjunto de factores térmicos,
mecanicos, genéticos y hormonales, estimulan la evacuacion (normalmente nocturna) en los
individuos maduros (Fretter & Graham fide Giese & Kanatani, 1987). En este proceso los animales
maduros presentan una mayor sensibilidad a la ocurrencia de sefiales, lo que se traduce en
contracciones de la musculatura gonadal (si la hay) o de la pared del cuerpo.

La disponibilidad de alimento, como ya se ha mencionado, es un factor exogeno que modula el
ciclo reproductivo de invertebrados marinos en forma independiente o junto con otros factores
(Giese, 1959). En Haliotis rufescens se obtuvo una correlacion positiva entre la abundancia de
algas de mayor preferencia alimentaria y el periodo de mayor produccion de gametos (Giorgi & De
Martini, 1977), lo que también sucede en H. laevigata y H. cyclobates (Shepherd & Laws, 1974). Se
sefiala ademas, en estas dos especies, H. laevigata y H. cyclobates, que el ciclo reproductivo va
asociado a un periodo de condiciones ambientales favorables, reflejado en el pronunciado periodo
estacional de evacuacion que exhiben estas especies. También se ha sefialado que la conducta

alimentaria y la tasa de crecimiento de Haliotis iris y Haliotis australis se ve afectada por los
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requerimientos nufritivos para la produccién gametogénica. Estos halidtidos se alimentan
principalmente en el periodo invernal, momento en el que sus goénadas se encuentran en franca
recuperacion post-evacuacion, lo que coincide con una menor tasa de crecimiento de la concha
(Shepherd, 1973).

Se ha determinado que la supresion experimental del alimento en el poliplacoforo Katharina
funicata, sélo provoca una disminucion de la cantidad de gametos maduros producidos,
relacionando nuevamente a la alimentacion (factor exdgeno) con la capacidad de modular un ciclo
reproductivo (Himmelman, 1978). En los ostiones se determind anteriormente que la transferencia
de nutrientes hacia la gonada y por ende su crecimiento, estaria regulado por el factor alimento junto
ala temperatura del agua (Sastry, 1971).

También se ha planteado la posibilidad de que la multiplicacion celular de la linea germinal, en el
poliqueto Harmothoe imbricata, se inicie como respuesta a la liberacion simultanea de ovocitos
maduros (evacuacion), es decir, como un mecanismo de retroalimentacion en donde la evacuacion
gonadal actuaria como otro factor estimulante (Olive, 1971), al igual que en Eulalia viridis (Olive,
1980). Aparentemente, este hecho se expresaria en Haliotis ruber, en el cual se detecta en
primavera un crecimiento de ovocitos de pequefio tamafio junto con la evacuacion de ovocitos
maduros (Shepherd & Laws, 1974).

Otro factor de tipo exdgeno que actta en el desarrollo del ciclo reproductivo, lo constituye la
estimulacion directa del fitoplancton. Es asi como en mitilidos y equinodermos se han producido
emisiones de gametos como respuesta a la estimulacion fitoplanctonica experimental, la cual no es
especie especifica y depende en gran parte de la concentracion de células fitoplanctonicas en

suspension y del exudado de sustancias presentes en el medio utilizado (Himmelman, 1975; Starr et



al.,1990). Ademas se determind experimentaimente que la agregacion de gametos masculinos al
agua de mar utilizada, sumado a la concentracion fitoplanctonica ya existente, provocarian una

mayor respuesta en la evacuacion masiva de los machos (los ain sin evacuar) y de las hembras.

ESTUDIOS DE CICLO REPRODUCTIVO Y CINETICA DE LA GAMETOGENESIS

Para obtener un acertado conocimiento de los aspectos reproductivos en invertebrados
marinos, Giese (1959) estima necesario estudiar el esfuerzo o cantidad de energia invertida
(usualmente expresado en un indice gonadosomatico); conocer los cambios morfologicos en las
células de la linea germinal y somaticas (método histologico) en directa interaccion durante este
proceso; manejar el tiempo de desarrollo de los procesos de la gametogénesis a nivel individual y
poblacional, el tiempo que demora y las condiciones en que se lleva a cabo la evacuacion natural de
gametos; y por Glimo, confirmar el éxito reproductivo mediante el andlisis exhaustivo de la
composicion zooplanctonica de larvas, como también del reclutamiento de juveniles.

Frente a la insoslayable dificultad que involucra un estudio de tal envergadura es inevitable
su investigacion parcial, utilizando métodos adecuados que permitan la obtencion de datos que
confirmen y favorezcan una adecuada interpretacion de los resultados.

En los moluscos la caracterizacion de un ciclo reproductivo se ha logrado aplicando varios
métodos. El método histologico cualitativo es una técnica ampliamente desarroliada en bivalvos, en
que se divide el ciclo reproductivo en un nimero de estados de desarrollo luego de analizar

secciones histologicas de la gonada (Lubet ef al., 1981; Grant & Tyler, 1983a; Brousseau, 1983;



1987; Rowell et al., 1990). En los gastrépodos, ya en 1920, Orton utiliz6 criterios cualitativos
arbitrarios derivados del examen de muestras histologicas en varias especies de invertebrados
marinos. En Patella vulgata se aplico la misma técnica, donde los estados de desarrollo utilizados
para machos y hembras son similares (Orton et al., 1956). También se aplicaron criterios cualitativos
de la condicion de las génadas en Patella coerulea (Bacci, 1947a); Gibbula cineraria y Gibbula
umbilicalis (Underwood, 1972); Haliotis midae (Newman, 1967); H. tuberculata (Hayashy, 1980);
Turbo intercostalis y Turbo torquatus (Joll, 1980). Existen otros trabajos en haliétidos como los de
H. tuberculata (Girard, 1972); H. rufescens (Young & De Martini, 1970) y también en la lapa
Collisella heroldi (Niu & Fuji, 1989) en que se utiliz6 el mismo criterio. Esta determinacion arbitraria
de estados de desarrollo gonadal varia de un autor a ofro para la misma especie en cuanto al
nimero de estados empleados (Sastry, 1979). Se ha recomendado que el método histoldgico, de
uso indistinto tanto para machos como para hembras, deberia ser complementado con técnicas
cuantitativas para facilitar aun mas la interpretacion de los resultados obtenidos (Lucas, 1982; Tyler
et al., 1982; Grant & Tyler, 1983 b). En este sentido la determinacion de ciclos reproductivos se ha
realizado en gran medida, a través del calculo de indices o proporciones basados en
determinaciones somatométricas o volumétricas de un gran nimero de individuos debido a su fail
aplicacion. Uno de estos es el indice gonadosomatico (IGS), el cual consiste en calcular la relacion
del peso himedo de la gonada con respecto al peso himedo del cuerpo del animal, expresada en
porcentajes (Giese & Pearse, 1974). Este método ha sido ampliamente utilizado en los bivalvos
(Sastry, 1970; Giguere et al, 1994; Lozada & Bustos, 1984; Jaramillo & Navarro, 1995). La utilizacion
del indice de condicion en la almeja Tapes rhomboides, cuya génada esta inserta en el complejo

masa visceral, se determina por el peso o volumen de las partes blandas del cuerpo en relacion ala



concha del animal (Morvan & Ansell, 1988). También se han empleado indices gonadosomaticos
para obtener el periodo reproductivo de Haliotis cracheroidii, removiendo la porcion
correspondiente a génada del complejo génada glandula digestiva, calculando luego su peso y la
relacion con el peso total de sus partes blandas (Webber & Giese, 1969; Webber, 1970). El mismo
método se aplico en Collisella heroldi (Niu & Fuji, 1989). En haliétidos se utilizé el indice gonadico,
calculado en cortes transversales del complejo gonada glandula digestiva, considerando el area de
la porcion gonadal referida al érea total de la seccion (Poore, 1970; Young & DeMartini, 1970;
Shepherd & Laws, 1974). En haliétidos se relaciona el area de la gonada con la longitud de la
concha (Boolotian et al., 1962), al igual que en Patella vulgata (Blackmore, 1972). En haliétidos se
determino la superficie de la gonada y la superficie total de la seccion usando un planimetro. Estos
datos més la longitud total del complejo gonada glandula digestiva, permitieron obtener el volumen
de la gonada; método que se denomind indice volumétrico de madurez gonadal (Vg) (Girard, 1972).
En Haliotis rufescens se calculd el volumen de la gonada, a través de una ecuacion matematica
referida al peso de las partes blandas (indice de volumen de la gonada) (Tutschulte & Connell,
1981).

En los invertebrados marinos se han desarrollado otras técnicas cuantitativas. Tyler ef al
(1982) y Grant & Tyler (1983b) desarrollaron en equinodermos la medicion de ovocitos que
presentaban nicleos visibles, creando frecuencias por rangos de talla, con el fin de explicar la
dinamica de la linea germinal. Sometieron los resultados al analisis estadistico de tablas de
contingencia RxC (R= N° de individuos; C= N° clase de tallas) y a la designacion de residuos
estandarizados, dando cuenta del crecimiento de los tipos celulares femeninos. Esta técnica fue

utilizada en éspecies de profundidad como Dytaster grandis (estrella de mar) en el norte del
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Océano Atlantico (Tyler, et al. 1990) y en la aimeja Calyptogena kilmeri (Lisin et al., 1997) donde
se realizaron analisis de varianzas entre localidades y entre los meses de muestreo, obteniéndose
posteriormente comparaciones de medias mensuales con pruebas a posteriori. Otro estudio, en la
ostra Crassostrea virginica, midi6 en individuos maduros, cortes transversales de la capa gonadal
que rodea al cuerpo (Loosanoff, 1965). Por otra parte, en el bivalvo Mercenaria mercenaria, se
sometié a recuento todos los ovocitos existentes en secciones de tejido gonadal escogidas al azar,
en un area microscopica conocida, (Keck et al., 1975).

En Haliotis cracheroidii se complemento el analisis cualitativo histologico al incorporar el
analisis cuantitativo de la medicion de ovocitos distribuidos por rangos de talla y sus respectivas
frecuencias porcentuales. En machos, el analisis cuantitativo fue desarrollado segun valores
proporcionales (%) de la porcion madura de la gonada, que estaba ocupando la seccion transversal
total del complejo conico génada glandula digestiva (Webber & Giese, 1969). En forma anéloga y
también en haliotidos, se construyeron dos clases de tallas, se registro el nimero de "ovocitos
grandes" y "ovocitos pequefios” y los resultados se presentaron como porcentaje de ovocitos
vitelogénicos (‘ovocitos grandes”) (Poore, 1970; Giorgi & DeMartini, 1977). Giorgi & DeMartini op cit,
ademas refirieron el numero total de ovocitos vitelogénicos en cada ovario, como medida de la
produccion de gametos.

Una forma discreta y menos subjetiva de interpretar los resultados obtenidos para obtener el
estado reproductivo de una especie, se ha encontrado en la estereologia, definida como un conjunto
de expresiones matematicas que relacionan los parametros tridimensionales para explicar una
determinada estructura, por medio de la obtencion de medidas bidimensionales de la misma al

dividirla en secciones (Briarty, 1975; Weibel, 1979). Técnicamente consiste en someter a recuento



"puntos de prueba" en las secciones de material escogidas al azar, usando una grilla construida en
respuesta a relaciones matematicas. Se obtiene un ci.clo reproductivo al contar las "secciones de
material’, que corresponden a los tipos celulares del tejido gonadico, en muestras periddicas
(Bayne, 1978). Existe un nimero de trabajos que ocupa esta técnica (Christiansen et al, 1972, 1973,
Briarty, 1975; Kautsky, 1982; Newel et al., 1982; Lowe et al., 1994).

Otra técnica cuantitativa para estudiar el ciclo reproductivo se aplico en el bivalvo
Calyptogena kilmeri, en que la dinamica de la linea germinal masculina se determind mediante una
regla micrométrica situada en el ocular de un microscopio. Se registrd en cada observacion de las
secciones gonadales, los tipos celulares masculinos que impactaban un total de 10 puntos de la
regla (renglones) en 15 transectas (Lisin et al., 1997).

También en bivalvos se ha tratado de explicar, mediante la utilizacion de indices de
diversidad en poblaciones celulares de tejido gonadal, la sucesion de los tipos celulares como

estrategia reproductiva (Schuldt, 1990).

La "fotoplanimetria” es otra metodologia para determinar el ciclo reproductivo y se ha
utiizado en Geukensia demissa, Mercenaria mercenaria y Crassostrea virginica. Esta analiza
imagenes, captadas por una camara de television situadas sobre campos microscdpicos de area
conocida, posteriormente impresas para calcular el area correspondiente a la gonada, del total de la
seccion compuesta por masa visceral (Heffernan & Walker, 1989 a, 1989 b; Heffernan et al., 1989 c,
1989 d).

Die et al. (1995) plantearon que la utilizacion de secciones histologicas en la determinacion
de patrones reproductivos espaciales o temporales, el estado de desarrollo de la gonada se

encuentra usualmente basado en la evaluacion subjetiva de un observador que estima



cualitativamente el tipo celular predominante en el corte histologico. Esta subjetividad, es un
problema cuando muchos observadores describen un ciclo reproductivo o cuando se comparan dos
estudios de la misma especie; estos autores destacan que la ventaja de un anélisis de imagenes
computarizadas, facilitaria el andlisis cuantitativo de éstas mediante una gran cantidad de
mediciones precisas. los autores trabajaron con mediciones de luminosidad en imagenes
microscopicas captadas por una camara y remitidas a la pantalla de un computador, posterior a la
determinacion de estados cualitativos de desarrollo gonadal. Luego se crearon rangos de
luminosidad, se midieron ovocitos y el &rea de tejido gonadal, dentro de una seccion histologica. Los
datos obtenidos fueron relacionados mediante un andlisis de funciones discriminantes revelandose
el “gradiente de desarrollo gonadal”.

Todas las metodologias utilizadas poseen caracteristicas a favor y en contra de los
resultados obtenidos. Si bien los indices gonadicos otorgan la ventaja de examinar un gran nimero
de animales, entregan poca informacion acerca de la dinamica de los eventos gametogénicos. Por
otro lado, la estereologia se ve afectada debido al tamario de los elementos sometidos a recuento,
esto es, la superestimacion de elementos de gran tamafio y la subestimacion de las pequefias
estructuras (Di Bacco et al, 1995). En este contexto, Brousseau (1983) recomienda la
complementacion de otras metodologias sin descartar la histologica cualitativa. Segun Die et al.

(1995) el analisis de imagenes necesita del andlisis histologico y requiere un mayor afinamiento en

la técnica y en el tratamiento de los datos.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El indice gonadosomatico es el método mas utilizado en la determinacion del ciclo reproductivo
en los fisurélidos chilenos. Esto se sustenta en la existencia de una génada perfectamente aislable
del resto del cuerpo, lo que facilita el registro del peso. De este modo, se han calculado indices
gonadosomaticos en Fissurella maxima (Bretos et al., 1983; Osorio et al., 19851; Osorio, 19862); F.
nigra (Bretos et al., 1988a); F. pulchra (Bretos & Chihuailaf, 1990); F. picta (Bretos et al., 1988b); F.
limbata (Zufiga, 1991); F. latimarginata, F. cumingi (Brown et al., 1997); F. crassa (Huaquin et al.,
1998); F. latimarginata (Segura, 1998).

En Chile existen varios trabajos que utilizan el método histologico para determinar el ciclo
reproductivo. Es el caso de la especie F. maxima en la poblacion de Iquique (Herrera, 19833; Pavez
& Arias, 1992) y en Los Vilos (Osorio et al., 1985' ; Osorio, 19862); F. limbata, en poblaciones de
Fray Jorge (IV region) (Z(iiiga op. cit.); F. latimarginata y F. cumingi en poblaciones de Los Vilos y
Punta Coloso (Brown et al., 1997; Collado, 1998); F. latimarginata en Punta Coloso (Segura, 1998);

F. latimarginata, F. cumingiy F. maxima en Quintay (Bonati et al, 19993).

1 Osorio, C. ; S. Avilés & P. Figueroa . 1985. “Efecto del Nifio sobre la reproduccion de Fissurella maxima (Mollusca:
Gastropoda) en Los Vilos (1983 — 1984). V Jomadas de Ciencias del Mar, Coquimbo, Chile. Pagina 42. Resumen.

2 Osorio, C. 1986. Estudios biologicos en Fissurella maxima Sowerby 1835 en Chile. X Congreso Latinoamericano de
Zoologia, Vifia del Mar, Chile. Pagina 498. Resumen.

3 Herera, G. 1983. Analisis estacional del ciclo sexual en ovario de Fissurella maxima (Sowerby, 1835)
(Archaeogastropoda: Fisurellidag) en el Norte de Chile. Archivos de Biologia y Medicina Experimentales. Vol. 16 (2).

Pagina 160. Resumen.

4 Pavez, M. & T. Aras. 1992. Ciclo estacional de Fissurella maxima (Sowerby, 1835) (Archaeogastropoda:
Fissurellidae) en la zona de lquique- Chile. Sociedad Chilena de Reproduccion y Desarollo. V' Reunion Anual,
Pichidangui, Chile. Pagina 13. Resumen.

5 Bonati, P.; Viega, G.; Figueroa, M. & H. Perez. 1999. Andlisis del ciclo reproductivo de Fissurella spp. en Quintay (V
region), y su potencial aplicacion en acuicultura. XIX Congreso de Ciencias del Mar, Antofagasta, Chile. Pagina 74.

Resumen.



La determinacién cuantitativa microscopica de la actividad reproductiva no ha sido empleada
en forma regular en los fisurélidos chilenos. No obstante, en F. limbata se midieron ovocitos
creando posteriormente rangos de talla (Zufiiga, 1991), semejante al método utiizado en
equinodermos y moluscos (Tyler et al, 1982 ; Grant & Tyler, 1983b). En resumen el analisis
microscopico cuantitativo se ha desarrollado principalmente en hembras, teniendo como referente el
gran tamafio de sus ovocitos y por ende la mayor facilidad de deteccion y posterior andlisis. Ya se
ha planteado la diferencia que existe en los procesos de la gametogénesis femenina y masculina
(Raven, 1961). En relacion con esto en F. maxima se han determinado diferencias en el tiempo que
demora el desarrollo de la espermatogénesis y la ovogénesis; sin embargo, estas se basan en el
indice gonadosomatico sin presentar evidencias histologicas (Osorio, 19861).

En algunos estudios de ciclo reproductivo existe una correspondencia entre los resultados del
IGS y el andlisis histologico (estados de desarrollo gonadal). Es el caso de F. maxima (Osorio, op.
cit); F. limbata (Zifiga, 1991); F. latimarginata y F. cumingi (Brown et al, 1997); F.
latimarginata. (Segura, 1998); F. latimarginata, F. cumingi'y F. maxima (Bonati et al, 1999?).

En ofro contexto, el origen del problema planteado en este estudio tiene relacion con el consumo
de “lapas’ del género Fissurella, el cual es de antigua data y principalmente basado en una
economia de subsistencia. En la actualidad hay evidencias de que este tipo de economia
perdura y que ademas coexiste con la extraccion artesanal masiva dirigida a mercados externos. El

aumento en las capturas en la década de los ochenta ( Oliva & Castilla, 1990), se produjo en gran
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region), y su potencial aplicacion en acuicultura. XIX Congreso de Ciencias del Mar, Antofagasta, Chile. Pagina 74.
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medida por la declinacion en las capturas del molusco muricido Concholepas concholepas
(loco”), especie objetivo que fue sometida a una sobreexplotacion sostenida provocandose la
posterior disminucién de su “stock” (Bustamante & Castilla, 1987); y por ofra parte debido a la
apertura, en 1984, de un mercado externo para el recurso lapa (Oliva & Castilla, 1990).

Segin McLean (1984), 9 de las 13 especies descritas se encuentran en la Provincia
Peruana Temperada Calida, correspondiendo a F. peruviana, F. maxima, F. latimarginata, F.
cumingi, F. costata, F. limbata, F. crassa. F. bridgesii y F. pulchra. Aunque se diferencian en la
distribucion norte — sur, todas se encuentran entre Iquique y Concepcion (20°S — 37°S). Por ofro
lado, cuatro especies de la Provincia Magallanica Temperada Fria incluyen el sur de Chile y de
Argentina: F. picta, F. nigra, F. radiosa y F. oriens, cuya distribucion también difiere situandose en
los 43°S y 54°S. La distribucion geografica de los fisurélidos chilenos (Figura 1), deja de manifiesto
tres puntos de quiebre: Rio Aconcagua (32°55°S; 71°37°W); Rio Bio-Bio (36°49°S; 73°08'W) y la isla
de Chilog (43°20°S; 74°26'W). Pero en general, la pesqueria de lapas se encuentra mas
desarrollada en el norte y centro del pais como respuesta a su distribucion, asi como por la
presencia de especies de mayor calidad (proporcion pie/concha) y poblaciones de mayor
envergadura, que estan ocupando una gran variedad de habitats (Oliva & Garrido, 1994).

Las especies mayormente capturadas por los pescadores artesanales corresponden a: F.
maxima Sowerby, 1835; F. latimarginata Sowerby, 1835; F. cumingi Reeve, 1849; F. costata
Lesson, 1831; F. bridgesii Reeve, 1849 y F. pulchra Sowerby, 1835 (Oliva & Garrido, 1994).

Existen estudios de edad y crecimiento en F. latimarginata y F. maxima (Acufia, 1977;
Bretos, 1982); sobre aspectos morfologicos y morfométricos en F. bridgesii (Bretos, 1979);

relacionados con alimentacion y aspectos reproductivos en F. maxima (Bretos et al., 1983; Osorio,
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1986; Osorio et al., 1988); sobre ritmos de actividad en F. crassa y F. latimarginata (Pino et al.,
1994); respecto al cultivo en F. latimarginata (Arroyo et al., 1991; Pereira & Quezada., 19962) y F.
cumingi (Vega et al., 1996%); ademas de la ecologia basica de F. crassa y F. limbata (Oliva &
Castilla, 1986) y una clave para reconocer a nivel de especie, los fisurélidos de interés comercial en
las costas del pais (Oliva & Castilla, 1992).

Aunque en los Gltimos afios los pescadores artesanales han ido cambiando radicalmente la
forma de extraccion de los recursos bentonicos, desde un régimen de libre acceso a uno de
acceso restringido, la composicion especifica de la pesqueria ha sufrido cambios espaciales y
temporales a nivel local. Esto se debe al agotamiento de los "stocks" de las especies preferidas en
cada caleta sumado a la menor proporcion de especies extraidas (Oliva & Garrido,1994). En
relacion con lo anterior, se ha descrito que en las capturas se ha producido la sustitucion de F.
maxima, especie con mayor preferencia de extraccion de caleta El Quisco (V Region), por F.
latimarginata (Oliva & Castilla, 1990). Por ultimo, cabe destacar la existencia de una gradual
declinacion de la talla de los individuos capturados (Oliva &Castilla, 1990, Oliva & Garrido, 1994). El
interés por realizar esta investigacion surge frente a la inobjetable alteracion de la pesqueria del
recurso lapa y de su relacion directa con el aspecto reproductivo. El hecho de caracterizar los
periodos reproductivos de las distintas poblaciones de la pesqueria multiespecifica de los fisurélidos

chilenos, proporciona un mayor apoyo en el momento de proponer medidas de resguardo (vedas

1 Osorio, C. 1986. Estudios biolégicos en Fissurella maxima Sowerby 1835 en Chile. X Congreso Latinoamericano de
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Avances y Perspectivas de la Acuicultura en Chile, pp 215 - 219. A. Silva & G. Merino (eds.). Universidad Catdlica del
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regulatorias reproductivas) tendientes a mantener un desarrollo sustentable del recurso en el
tiempo, al igual que su rentabilidad.

Por este motivo, en este estudio se determind la condicion reproductiva y la cinética de la
gametogénesis de la linea germinal en ambos sexos del Arqueogastropodo Fissurella
latimarginata, siguiendo tres métodos: el método histolégico cualitativo, en que se asignan estados
de desarrollo a la madurez gonadal (similar para ambos sexos) segun Brown et al. (1997); el método
cuantitativo macroscopico del calculo del indice gonadosomaético (IGS), también aplicable en ambos
sexos (Giese & Pearse, 1974; Bretos et al., 1983); y por dltimo, el uso de métodos cuantitativos
microscdpicos diferenciales en machos y hembras, la variacion en altura (um) de la linea germinal
masculina y el conteo de tipos celulares de la linea germinal femenina en un area gonadal

determinada (Christiansen et al, 1972; 1973) y clasificados segun el criterio de Raven (1961).

HIPOTESIS

En este contexto, este trabajo de investigacion estuvo sometido a la siguiente hipdtesis de

trabajo:

“ i se encuentra que las poblaciones de F. Jatimarginata de Punta Coloso y de Los Vilos
exhiben diferencias de tipo cualitativas en la duracion y caracteristicas de los estados de madurez
gonadal, entonces es esperable hallar estas diferencias expresadas en la caracterizacion

cuantitativa macro y microscopica de la cinética de la linea germinal.”



OBJETIVOS

Para poner a prueba la hipétesis de trabajo se plantearon los siguientes objetivos:

OBJETIVO GENERAL

Establecer a través de un método cualitativo (estados de madurez gonadal) y cuantitativo
(IGS, recuento de tipos celulares por area y medicion de la linea germinal), la cinética de la
gametogénesis en dos poblaciones de Fissurella lafimarginata , para determinar de qué manera
las variaciones en el comportamiento de los patrones de ciclo reproductivo, responden a las

variaciones en la expresion de la sexualidad a nivel gonadal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

—>  Establecer el ciclo reproductivo en poblaciones de Fissurella latimarginata provenientes de
lally IV Regiones, a ravés del andlisis cualitativo microscopico de los estados de madurez
gonadal.

—s  Determinar, en términos cuantitativos macroscopicos, el comportamiento reproductivo de F.
latimarginata, a través de la variacion del Indice Gonadosomatico (IGS) en las areas de
estudio.

—  Caracterizar los procesos que determinan la cinética de la gametogénesis, utilizando una

metodologia cuantitativa microscépica para las poblaciones de interes.



PRESENTACION DE LA ESPECIE

La sistematica de los taxa superiores (desde phylum a orden) se indica de acuerdo a
Trueman & Clarke (1985). La sistematica de la familia Fissurellidae Fleming, 1822, esta sefialada de
acuerdo a McLean (1984), quien reconoce dos subfamilias: Emarginulinae, dividida a su vez en
tribus; y Fissurellinae, miembros mas jovenes de la familia. Esta Ultima, dividida en tres grupos :
Grupo de F. peruviana (F. peruviana), grupo de F. maxima ( F. maxima, F. latimarginata, F.

cumingi, F. costata, F. radiosa, F. picta, F. nigray F. oriens )y grupo de F. limbata ( F. limbata,

F. crassa, F. bridgesiiy F. pulchra ).

Phylum Mollusca

Subphylum Conchifera-Cyrtosoma

Clase Gastropoda

Orden Archaeogastropoda

Familia Fissurellidae Fleming, 1822
Subfamilia Fissurellinae Fleming, 1822
Género Fissurella Bruguiére, 1789
Subgénero Fissurella Bruguiére, 1789

Especie Fissurella latimarginata Sowerby, 1835

F. latimarginata presenta una concha de forma oval, aguzada anteriormente y de coloracion
morada oscura. El borde del manto, de color negro, culmina en su region distal en papilas de color

amarillo intenso. El pie también es negro, por lo que se le conoce comiinmente como "lapa negra®

(Oliva & Castilla, 1992).
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MATERIALES Y METODOS
LOCALIDADES DE ESTUDIO

Las poblaciones de Fissurella latimarginata utilizadas para la obtencion de las muestras
mensuales correspondieron a la caleta Punta Coloso (23°44°S; 70°20°W) (Il Region) y a las caletas
Las Conchas (31°52'S; 71°33'W) y San Pedro (31°54'S; 71°30°W) en la IV Region (Figura 1). Se
tomaron muestras de la pesqueria artesanal mediante buzos Hookah por un periodo de 12 meses a

partir de agosto de 1995.

DETERMINACION CUALITATIVA DEL CICLO REPRODUCTIVO
TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Dependiendo de las condiciones ambientales y consecuentemente de las posibilidades de
captura, se procesaron al menos 30 ejemplares por mes y por localidad. Cada animal se midi6 con
un pie de metro de 0,1 mm de precision con el fin de seleccionar individuos con longitud de la
concha sobre los 60 mm, para asegurar que hayan madurado sexualmente (Bretos, et al., 1983;
Brown et al., 1997) (Figura 2). Los animales, dispuestos sobre una bandeja de plastico, fueron
disecados cuidadosamente. Se les extrajo la concha, separandola del borde muscular del cuerpo

con la ayuda de un cuchillo sin filo. Se registro el peso del animal sin concha (peso de las partes
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blandas) en una balanza digital OHAUS (0,1 g de precision). La parte dorso posterior del animal que
contiene a la gonada (Bretos et al., 1983), se tratd con especial cuidado para no afadir un sesgo en
la determinacion del peso de las partes blandas por pérdida del contenido gonadal, en caso de
rasgar el epitelio de recubrimiento. Posteriormente se determiné el sexo a través de la observacion
de la coloracion de la gonada, luego de su exposicion durante el procedimiento de diseccion.
Paralelamente, se humedecieron continuamente los tejidos con agua de mar para evitar su
desecacion. Luego se extirp6 la gonada cortando las prolongaciones conectivas que la soportan
desde el pie y parte de la masa visceral (glandula digestiva), tomandola con una pinza "diente de
raton" sin dariar el tejido y transportandola a papel absorbente. Se extrajo el exceso de liquidos y se
registro su peso, para finalmente mantenerla en prefijacion durante una hora en solucion fijadora de
ALFAC (85% de alcohol; 10% de formalina y 5% de acido acético) (Lopez et al, 1982).
Posteriormente se secciond una submuestra gonadal transversal de al menos 5mm de espesor que
se mantuvo en fijador nuevo durante 24 horas. Enseguida los trozos gonadales se sometieron a
deshidratacion en una bateria alcohdlica (etanol) de gradacion creciente; se aclararon en un liquido
alcohdlico intermediario (xilol), se embebieron con parafina liquida (Paraplast Plus, P.F. = 56°C.)
mantenida en estufa de inclusion y finalmente se incluyeron en moldes plasticos. Los bloques de
parafina sélida, con los trozos de gonada en su interior, fueron seccionados en un microtomo
rotatorio Leitz “Minot” obteniéndose cortes histologicos de 5-8 um, de diferentes niveles gonadales,
con un espaciamiento de 300 um. Estos fueron estirados en una platina térmica a 40 °C y adheridos
a portaobjetos albuminizados. Las preparaciones fueron desparafinadas, hidratadas en una bateria
decreciente de etanol hasta llegar al agua destilada y tefiidas con el método tricromico de ARTETA

(Hematoxilina, Eritrosina/Orange-G, Azul de Anilina) (Lopez et al., 1982). Luego de la deshidratacion
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en una bateria creciente de etanol y el consecuente aclarado en xilol, las preparaciones se
sometieron a montaje definitivo con balsamo de Canada. La observacion bajo un microscopio optico
Leitz Orthoplan de cada preparacion histologica por muestreo mensual, permitié establecer una
clasificacion de acuerdo al grado de evolucion morfologica de la linea germinal asociada a los
septos gonadales, en uno de cinco estados histologicos de madurez del tejido gonadal segun la
modificacion del trabajo de Lucas (1982) efectuada por Brown et al. (1997):

MD1: (Masculino. Desarrollo estado1). Madurez inicial. Se observan septos gonadales
con linea germinal temprana amplia (LGT); integrada por espermatogonias basales, espermatocitos
en varias capas en ordenacion radial centrifuga hacia el antro gonadal y eventualmente
espermétidas redondas de nicleo pequefio. También es posible detectar la presencia de escasas
espermatidas elongadas en citodiferenciacion, que comprenden la linea germinal avanzada (LGA)
(Figura 3).

MD2: (Masculino. Desarrollo estado 2). Madurez avanzada. Como en MD1, se encuentran
septos gonadales con LGT amplia. Hay un evidente aumento de la LGA, representada por las
espermatidas elongadas avanzadas en citodiferenciacion o espermiohistogénesis, organizadas en
largas espigas radiales desde la region adantral, desde la LGT hasta el espacio interseptal o antral.
Las colas de las espermatidas se orientan hacia el antro (Figura 5).

MD3:  (Masculino. Desarrollo estado 3). Madurez total. Maduro. En los septos gonadales la
LGA es predominante; la altura de las espigas de espermatidas elongadas es mayor que la banda
radial de LGT que persiste integrada por espermatogonias, espermatocitos y espermatidas

redondas. Aunque eventualmente la LGT puede estar restringida a una sola capa de
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espermatogonias, la condicion regular es que esta integrada también por los otros tipos celulares en
una banda amplia (Figura 7).

MR1: (Masculino. Regresion estado 1). Regresion inicial o evacuacion parcial. En los
septos gonadales la LGT persiste representando nuevas ondas de maduracion. Sin embargo, se
destacan los diferentes grados de desorganizacion de las espigas de espermatidas elongadas que
han completado la citodiferenciacion y estan siendo liberadas o espermiadas hacia el antro gonadal.
Este espacio es mayor por la evacuacion de espermatozoides, ain cuando se conservan masas de
espermatozoides que eventualmente van a ser evacuados de la gonada (Figura 9).

MR2: (Masculino. Regresion estado 2). Regresion total o evacuacion final. La LGT
persiste en la condicion extrema integrada solo por una banda de espermatogonias sustentada en
los septos de paredes perivasculares engrosadas. Sin embargo, es comln observar una nueva
onda de proliferacion o maduracion de LGT junto con los signos de regresion o evacuacion de
espermatozoides. En este caso, los ejemplares se clasifican dependiendo del estado predominante
0 mas evidente y asumiendo que el proceso es dinamico y continuo (Figura 11).

FD1:  (Femenino. Desarrollo estado 1). Madurez inicial. Septos gonadales sélo con LGT
abundante; integrada por ovogonias, ovocitos previtelogénicos 1 (OpV1), ovocitos previtelogénicos 2
(OpV2). Los ovocitos adheridos y/o pedunculados (OVA/OVP) son escasos (Figura 4).

FD2:  (Femenino. Desarrollo estado 2). Madurez avanzada. En los septos gonadales la
LGT persiste, pero es caracteristico del estado la gran cantidad de ovocitos vitelogénicos libres con

cubierta gelatinosa evidente (OVL) (Figura 6).



FD3: (Femenino. Desarrollo estado 3). Madurez total. Maduro. Septos gonadales muy
finos. La LGT es escasa, aunque siempre persiste, y los OVL con cubierta gelatinosa prominente
repletan la génada, ocupando totalmente el antro gonadal interseptal (Figura 8).

FR1: (Femenino. Regresion estado 1). Regresion inicial o evacuacion inicial. Presencia
de LGT indica una nueva onda de maduracion de ovocitos. Los OVL desorganizados y en transito
por el antro gonadal que nuevamente se hace evidente por la evacuacion parcial de évulos, es
caracteristico de este estado (Figura 10).

FR2: (Femenino. Regresion estado 2). Regresion total o evacuacion final. Presencia de
LGT. Escasos OVL residuales en el antro gonadal, que pueden presentar diferentes grados de
citolisis. Como en los machos, una nueva onda de maduracion coexistiendo con el estado de
regresion gonadal indica la dinamica y continuidad del proceso de ovogeénesis; por lo tanto los

ejemplares son clasificados de acuerdo a la condicion predominante (Figura 12).

CALCULO DEL INDICE GONADOSOMATICO

Los datos del peso de las partes blandas y peso de la génada de Fissurella latimarginata,

permitieron estimar un valor del indice gonadosomatico (IGS) (Giese & Pearse, 1974) de acuerdo a

la expresion:

Peso humedo de la gonada
IGS = X 100

Peso hiimedo total de las partes blandas
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Los resultados del IGS, obtenidos para cada individuo, se expresaron en tablas y graficos
como la media aritmética + la desviacion estandar de machos, hembras y el total por localidad.

Las variaciones del IGS por mes de muestreo y por localidad, se determinaron desarrollando
un andlisis de varianza de una via ( o= 0.05), con una sola muestra por grupo (Steel & Torrie, 1988)
en el programa EXCEL 97, previa transformacion angular de los datos, como lo recomiendan Sokal

& Rohlf (1995) para el tratamiento estadistico de proporciones.

DETERMINACION CUANTITATIVA DE LA CINETICA DE LA GAMETOGENESIS

Para el desarrollo de este objetivo se utilizaron las preparaciones histolégicas obtenidas

para el estudio cualitativo del ciclo reproductivo.

En machos de Fissurella latimarginata, la cinética se estimé con la variacion en altura
experimentada por la linea germinal, diferenciada en dos regiones que conforman multiples
columnas o bandas delimitadas de células germinales organizadas desde el vaso hemolinfatico del
septo hacia el antro gonadal (Figuras 3, 5 y 7), en una distribucion centrifuga radial. Estas
corresponden a la LGT (espermatogonias-espermatocitos-espermatidas redondas indiferenciadas)
en la region basal y a la LGA (espermatidas alargadas en citodiferenciacion-espermatidas
terminales) en la region antral (Figura 13 a). La medicion de cada columna de células germinales se
llevd a cabo en cuatro secciones histoldgicas por individuo utilizando un ocular micrométrico
graduado (12,5 X) y usando el mismo objetivo (25 X), como lo sugieren Die et al. (1995), para

observar con el mismo aumento (312,5 X). En cada seccion se escogieron al azar cinco campos
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microscopicos (en total 20 mediciones por region germinal por individuo), registrandose la altura
(um) de ambas regiones de células germinales en planos longitudinales o transversales.
Previamente fue necesario asegurar que las secciones trabajadas fueran representativas de la
distribucion de los septos en toda la gdnada. En la observacion microscopica, se pudo establecer la
homogeneidad en la distribucion y ramificacion de las trabéculas de tejido conectivo asociado a
tejido gonadal. Las mediciones de las dos regiones de células germinales (LGT y LGA) en ambos
planos, para tres campos opticos por cada seccion histologica de cada uno de nueve animales
maduros, no mostraron diferencias significativas al analisis de varianza de dos vias entre los
animales ni entre los planos (p> 0.05; «=0,05).

Una condicion para comenzar las mediciones es situar los campos microscopicos desde la
pared gonadal hacia el antro gonadal comun, ademas de medir solo en cortes totalmente
transversales ylo longitudinales que pasen por el centro del vaso hemolinfatico de las trabéculas o
septos gametogénicos (Figura 7).

Los valores obtenidos (um) se presentaron como medidas p(omedio + la desviacion
estandar de la muestra mensual, para cada region de células germinales (LGT y LGA) y expresados
en tablas y gréficos por localidad.

A fin de comparar los valores en machos de F. latimarginata, se hicieron andlisis de
varianza de una via ( o= 0.05) para examinar el efecto de la localidad y el mes de muestreo sobre
los promedios mensuales de la altura de las regiones de células germinales (LGT y LGA).
Posteriormente se realizaron andlisis no paramétricos (a posteriori) para probar todas las
diferencias entre pares de medias mensuales de ambas regiones, mediante el método T~ de

Spiptvoll & Stoline para n distintos. Esta prueba utiliza el valor critico Q.. llamado rango
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estudentizado aumentado como estadistico para determinar significancia y que se resume en la
tabla estadistica J. En ésta se muestran los valores criticos para la distribucion de los rangos, con k
items distribuidos normalmente (media mensual) y con v grados de libertad de la desviacion
estandar ((n - 1) para cada mes). En resumen, a un par de medias (Yi; Y) se les denomina
significativamente diferentes (o= 0.05) si y solo si esta diferencia iguala o excede la diferencia critica
o minima diferencia significativa (MSD), es decir, si | Yi - Y;| = MSD, donde MSD = (Qagy * error
estandar (E.E.)). El tratamiento estadistico de los datos, se realizo en el programa STATISTICA 97.
Complementando el andlisis estadistico posteriormente se construyeron rangos de talla para cada
una de las regiones (modificado de Grant & Tyler, 1983b), en que se registraron las frecuencias (%)
de cada una de ellas. Se construyeron tablas y poligonos de frecuencia con los datos obtenidos y
posteriormente se cre6 una tabla de contingencia r x ¢, donde r correspondié al nimero de clases
de tallay ¢ al nimero de meses muestreados. Se preestablecio que todos los individuos, dentro de
cada mes, se encontraban en una condicion de madurez gonadal similar. Luego, la frecuencia

esperada para cada celda de la tabla (€ ij) se calculd con la expresion matematica:

eij= (RixCj)/ YjCj

De donde Ri represento el total de individuos en el iésimo rango de talla, sumando todos los
animales, C j el nimero total de individuos en el jésimo mes y ¥ j C j al nimero total de animales

medidos. Se computd entonces el estadistico:
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G- Z( (Oij-eii)2I eil')

distribuido 2 donde la sumatoria se lleva a cabo tomando en cuenta todas las celdas r x ¢ y donde
o ij corresponde a las frecuencias observadas. Si todos los individuos dentro de los meses se
encontraban en el mismo estado de desarrollo, G se disfribuiria %2 con (r — 1)(c — 1) grados de
libertad. De donde se plantea que, si G = %2 (= 0.05) entonces existiria diferencias en la
composicion por rango de talla de la linea germinal, en los meses estudiados. En el caso de haber
diferencias significativas, se examinaron las clases de y los meses que contribuyeron en mayor

medida al valor de 2, calculandose su composicion residual de acuerdo a la expresion:
rij= (oij-eij)] eij

donde r ij es un residuo que se estandariza al dividirlo por su varianza esperada V ij , calculada
segun :

vi= (1-(Rirm)) (1-(cjin))

en que n es el nimero total de animales medidos. Como informacion resumida de la variacion
mensual de los rangos en cada clase, los valores residuales se registraron en tablas y gréficos. En
éstas, un residuo positivo indico que la frecuencia de individuos en un determinado rango de talla,

fue mayor de lo esperado, sucediendo lo contrario con los valores negativos.
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En las hembras, se determind la cinética de la linea germinal de acuerdo al registro del nimero
de ovocitos mediante la superposicion de un marco de area conocida (0,072 mm?), en un aumento
de 312,5 X, sobre imagenes escogidas al azar de porciones microscopicas de planos histologicos
transversales y longitudinales. (Figura 13 b). Los recuentos se realizaron desde la pared gonadal
que reviste el ovario y desde las trabéculas o septos proyectados hacia el espacio o antro gonadal.
Las imagenes fueron captadas usando un equipo de videomicroscopia (camara de video Cohu Mod.
4812 5000/0000 adaptada a un microscopio 6ptico Leitz Orthoplan). Posteriormente se visualizaron
y analizaron en un computador (Power Macintosh 7500/100) a través del programa de analisis de
imagenes NIH image 1.60, disefiado en el U. S. National Institute of Health y disponible en Internet
en http://rsb.info.nih.gov./nih-image/.

Para efectuar los recuentos se adoptd el criterio de Christiansen et al. (1972, 1973), el cual
sugiere considerar los elementos ubicados dentro del marco del reticulo utilizado, que en este
estudio corresponde a un rea demarcada, incluyendo aquellos situados en la periferia del margen
superior e izquierdo y con centros de gravedad en las lineas de borde del sistema (Figura 13). Se
tomaron en cuenta fres secciones histologicas por preparacion en cada una de los cuales se
escogieron fres campos microscopicos al azar (en total 9 areas de conteo por individuo). En cada
campo se registrd el nimero total de ovocitos previtelogénicos, ovocitos vitelogénicos adheridos a
las trabéculas y ovocitos vitelogénicos libres maduros, como una seleccion de lo tipos celulares
representativos de la madurez inicial y avanzada, estados decisivos en la caracterizacion de un ciclo

reproductivo.
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Los resultados se presentaron como promedios + la desviacion estandar de cada tipo
celular (nimero de ovocitos por area) por mes de muestreo y se resumieron en tablas y graficos por
localidad.

Segun Sokal & Rohlif (1995), los datos derivados de conteos frecuentemente poseen una
distribucion Poisson més que normal, por lo que se utilizé la expresion v Y+ para codificar aquellos
conteos que incluyen el valor cero y para lograr que las varianzas y las medias se hicieran
independientes normalizando los datos. La deteccion de diferencias significativas se realizo a través
de un analisis de varianza de una via (o= 0.05), entre las localidades y los meses de muestreo, en
el programa STATISTICA 97. Para probar diferencias temporales en el comportamiento de cada tipo
celular, se realizaron analisis no paramétricos a posteriori (método T~ de Spj¢tvoll & Stoline) (Sokal
& Rohlf, 1995). Se desarrollé una comparacion del niimero de ovocitos (OPV, OVA, OVL), mediante
el analisis no paramétrico de tablas de contingencia r x ¢ anteriormente sefialado, con el fin de
explicar en detalle el comportamiento temporal de la cinética de los tipos celulares de Ia linea

germinal femenina.
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RESULTADOS

CICLO REPRODUCTIVO CUALITATIVO DE FISSSURELLA LATIMARGINATA

Los diferentes estados histologicos de la linea germinal, de machos y hembras, se

presentan en las Figuras 3 a 12.

PUNTA COLOSO : La distribucion mensual de la frecuencia (%) de estados
gonadales, se presenta en las Tablas 2 y 3 y en las Figuras 14y 15.

Los tipos celulares de la linea germinal masculina mostraron una disposicion radial
centrifuga desde el septo hacia el antro gonadal distinguiéndose dos zonas o regiones de células
germinales perfectamente reconocibles (Figura 5):

—>  Una region basal, en la que se desarrolla la linea germinal temprana (LGT) y que
comprende espermatogonias en contacto con la lamina basal y el tejido conectivo perivascular,
seguidas por espermatocitos y espermatidas redondas indiferenciadas (Figura 3 ).

—  Una region antral, caracterizada por la linea germinal avanzada (LGA) estructurada por

espermatidas en citodiferenciacion o espermiohistogénesis. Estas se encuentran asociadas a
células sométicas formando columnas que adquieren un aspecto plumular o en espigas,
desarrollando los flagelos hacia el antro gonadal (Figura 7).

El proceso de espermatogénesis presento una cinética expresada en las variaciones en altura
de cada una de las regiones de células germinales. Cuando las espermétidas alcanzan la madurez,

son espermiadas al antro gonadal donde se acumulan como espermatozoides desorganizados que
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ocupan esta cavidad. Esta situacion permite determinar, en machos adultos, los estados de
regresion o evacuacion de gametos en el ciclo reproductivo (Figuras 9y 11).

El periodo de muestreo en la localidad de Punta Coloso se caracterizo por la presencia de mas
de un estado gonadal por mes (Figura 14). El estado de desarrollo inicial de la linea germinal (MD1,
Figura 3) no se manifesté desde agosto a octubre de 1995. En noviembre del mismo afio aparecio
solamente un individuo en estado MD1 (7,1%). Este estado no se presentd en diciembre (0%) y
desde enero de 1996 hubo un incremento hasta alcanzar su frecuencia maxima en marzo (5,9%,
25%, 81,3% respectivamente). Posteriormente la condicion MD1 no se registro sino hasta julio
(42,9%, Tabla 2). La mayor proporcion de individuosen estados MD1 se produj6 en marzo (81,3%) y
julio (42,9%), aunque en este ulimo mes fue considerablemente menor.

El estado de madurez avanzada (MD2) se encontré representado en 9 meses de muestreo
(Figura 5). En agosto se registré un 20% de animales en estado de madurez avanzada. Aun cuando
no se encontrd en septiembre, alrededor de un tercio de los ejemplares presento esta condicion
disminuyendo hacia diciembre y experimentando un nuevo incremento que en febrero alcanzo el
méximo observado (35%). Desde marzo a julio la frecuencia de animales en este estado fue baja y
no se presento en el periodo mayo-junio.

Aunque el estado de madurez total (MD3) no estuvo presente en noviembre, marzo ni julio, su
frecuencia supero el 20 % en el resto de los meses de muestreo (Figura 7). En septiembre (69,2%),
diciembre (95%) y junio (76,5%) se registraron las mayores proporciones de animales totalmente
maduros. En cambio en los meses siguientes los valores fueron variables: agosto (40%), abril (25%)
y mayo (37,5%). Sin embargo, es importante destacar la continua disminucion del numero de

machos MD3 desde septiembre hasta noviembre (69,2%, 25% y 0% respectivamente); desde
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diciembre a marzo (95%, 23,5%, 30% y 0%) y desde junio a julio (76,5% a 0%), siendo esta tltima
disminucion la mas abrupta.

En las hembras estudiadas, no se distinguio claramente la distribucion radial centrifuga en que
se organizan las distintas generaciones de células germinales durante la ovogénesis. La region
basal corresponde a la linea germinal temprana conformada por ovogonias, ovocitos
previtelogénicos (OpV1 y OpV2) y ovocitos vitelogénicos adheridos (OVA) (Figuras 4 y 6). Como en
los machos, la region antral corresponde a la linea germinal avanzada, pero integrada por ovocitos
vitelogénicos pedunculados que se proyectan hacia el antro y por ovocitos vitelogénicos libres (OVL)
que ocupan este espacio (Figura 8). Es posible determinar estados gonadales al observar las
variaciones que se producen en el desarrollo de ambas regiones de células germinales. También se
puede evidenciar la evacuacion o estado de regresion, a través de la deteccion de OVL
desorganizados y en transito por el lumen de la gonada que se encuentra aumentado en volumen y
por medio de la observacion de OVL residuales (Figuras 10y 12).

Al igual que en los machos, fue posible detectar mas de un estado de desarrollo gonadal por
mes de muestreo exceptuando el estado FD3, en diciembre, que presenté un 100% de animales
totalmente maduros (Figura 15). El estado de madurez inicial (FD1) no se presentd en septiembre,
noviembre, enero, febrero ni junio (Figura 4). En el resto del periodo siempre resulto menor al 40%,
siendo marzo a mayo el periodo con mayor proporcion de animales en esta condicion, fluctuando
entre 35,7% y 21,4% (Tabla 3).

La madurez avanzada en hembras (FD2) no se manifestd en diciembre, enero, febrero ni junio;
en cambio, se evidencid en frecuencias descendentes desde agosto a octubre (27,3%, 11,8% y

11,1% respectivamente) (Figura 6). En noviembre se determind un 56,3% de individuos en este
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estado, que reaparece en marzo con una frecuencia de 57,1%, continuando con frecuencias en
decremento hasta junio. Por otra parte, se debe mencionar que la mayor proporcion de individuos en
estado FD2 se produjo en julio (62,5%).

Los individuos en estado FD3 se detectaron con una alta frecuencia en septiembre (88,2%),
diciembre (100%) y junio (92,3%). Por ofro lado, las menores frecuencias se manifestaron en
noviembre (6,3%), marzo (7,1%) y julio (0%), luego de presentar valores altos y en decremento en
los meses anteriores. En resumen, se produjeron 3 descensos consecutivos y claramente
distinguibles en duracion y magnitud en el periodo de estudio (septiembre a noviembre; diciembre a
marzo y junio ajulio).

En relacion con los estados de regresion o evacuacion gonadal, en 11 de los 12 muestreos
poblacionales se encontraron machos con gonadas en evacuacion inicial (MR1) (Figura 9). Se
detectd un aumento de animales en estado MR1 desde agosto hasta octubre (20% a 42%), estado
que posteriormente se presentd en forma discreta en noviembre (7,1%) para desaparecer en
diciembre. En enero de 1996 se registro un 35,3%, que antecedié a las bajas proporciones de
individuos en la condicion MR1 en febrero (5%) y en marzo (6,3%). En abril se logré la maxima
frecuencia con un 56,3%, para disminuir hasta un valor minimo de 14,3% en julio.

El estado de evacuacion final o regresion total (MR2), se expresé en el primer mes de muestreo
(agosto) con un 20%; luego en noviembre, con la maxima frecuencia (64,3%) y en enero (23,5%)
contrastando con una alta proporcion de animales en estado MD3 en el mes anterior (Figural1). En
el periodo febrero-marzo se manifestaron bajas frecuencias asociadas con una gran proporcion de

individuos en estado MD3. El segundo valor en importancia se presento en julio (35,7%).
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El estado FR1 se present6 en 8 meses de muestreo donde sus menores proporciones, excepto
marzo, coincidieron con las maximas frecuencias de animales en estado FD3 (septiembre, octubre,
diciembre y enero) (Figura 10). Por el contrario, las mayores frecuencias de individuos en estado
FR1 se encontraron en febrero (57,1%) y abril (38,5%), coincidiendo con frecuencias intermedias de
individuos maduros (FD3). La condicion FR2 se present6 sélo en noviembre (18,8%), presentando
la misma frecuencia que FR1 y asociada a una baja frecuencia de FD3, junto con una gran
proporcion de animales en estado de madurez avanzada (FD2) (Figura 12).

En el total poblacional de estados histologicos cualitativos se apreci6 la mayor frecuencia del
estado de evacuacion gonadal final (R2) en noviembre (40%), correspondiéndose con una gran
cantidad de animales en estado R1 en octubre (31,4%) (Tabla 4, Figura 15). También se observaron
animales en estado R2 en enero (13,8%), junto con una gran frecuencia de individuos en estado R1
(37,9%) en el mismo mes. Por (ltimo, en julio se presenté un 16,7% de individuos en estado R2. La
poblacion se encontrd siempre con una alta proporcion de individuos en la condicion de madurez
total (D3), asociada a minimas frecuencias del resto de los estados, en septiembre (80%), diciembre

(96,5%) y junio (83,3%).

LOS VILOS : Las variaciones porcentuales de las frecuencias de estados
gonadales de machos y hembras de Fissurella latimarginata, se presentan en las Tablas 5a 7y en

las Figuras 16y 17.

Desde agosto hasta octubre se observaron machos en estado de madurez inicial (MD1),

condicion que no se presentd desde noviembre a enero (Tabla 5 y Figura 3). En marzo se observo
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la mayor frecuencia de individuos en estado MD1 (27,3%), decayendo en los meses siguientes,
hasta no encontrarse representado en el periodo mayo-junio.

El estado MD2 se evidencié desde agosto (17,6%) hasta diciembre (7,7%), con una frecuencia
nula en enero. Posteriormente alcanzo las frecuencias mas altas en marzo y abril. Durante mayo y
junio no estuvo presente y en julio se registré en un 18,8% de los individuos.

El estado de madurez total (MD3) presento variaciones consecuentes a las de MD1 y MD2, con
frecuencias que aumentaron en el periodo agosto-septiembre (29,4%), llegando al 64,7% en
noviembre. Luego de disminuir abruptamente hasta un 0% en enero, se elevo a un 64,7% en febrero
y no se presentd en marzo. Ininterrumpidamente desde abril a julio fue posible apreciar la existencia
de animales en estado MD3, alcanzandose las mayores frecuencias de este estado en mayo y junio
(88,2% y 93,3%).

La condicion de madurez inicial en hembras (FD1) no se manifesté en agosto y aunque en todo
el perfodo la proporcion fue baja, se registraron los valores de maxima frecuencia en marzo (21,1%)
y julio (17,6%) (Tabla 6).

Aunque presente durante la mayor parte del afio, el estado de madurez avanzada (FD2) no se
registro durante septiembre, noviembre, enero ni mayo. Por otro lado, las mayores frecuencias se
registraron en febrero (31,3%) y marzo (68,4%).

La presencia de individuos con gonadas totalmente maduras (FD3) se registro en todos los
meses de muestreo, excepto en marzo, correlacionandose con una gran cantidad de animales en
estado FD2 y algunos en FR1. Ademas, fue posible detectar tres periodos en que las frecuencias
porcentuales disminuyeron en forma continua: agosto-septiembre (60% a 53,8%); enero-marzo

(70% a 0%), el de mayor importancia, y por tltimo, mayo-julio (92,3% a 41,2%).
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Con respecto al estado de evacuacion inicial de los machos (MR1), ésta condicion se registré
durante todos los meses de muestreo exceptuando julio. En septiembre (52,9%), diciembre (69,2%)
y enero (80%) se registraron las mayores frecuencias, coincidiendo con valores bajos de MD3. En
general, la evacuacion total (MR2) se present6 en pequeiias frecuencias durante todo el periodo de
estudio y no se observo en diciembre, abril ni junio. Por el contrario, se registraron maximos en
agosto (23,5%), enero (20%), marzo (27%) y julio (18,2%).

En el caso de las hembras, la condicion FR1 no se expresé en abril ni en mayo. No obstante, fue
posible constatar que los valopres maximos de septiembre (30,8%) y noviembre (26,7%) se
correspondieron con las Gnicas apariciones de FR2 durante todo el periodo. A estos valores
maximos les siguieron continuas disminuciones en los meses posteriores. Ademas, en enero se
registro un 5% de animales en evacuacion total (FR2).

La distribucion de estados gonadales de la poblacion total de Los Vilos registrd evacuacion
gonadal total (R2) casi ininterrumpidamente. La excepcion fueron diciembre (0%), abril (0%) y junio
(0%). Por ofra parte, en agosto (14,8%), enero (10%), marzo (10%) y julio (7,1%) se obtuvieron los
valores maximos de frecuencia (Tabla 7, Figura 17). Se presento siempre la condicion de madurez
gonadal total (D3). Sélo en marzo no se registraron individuos en este estado, el cual por el

contrario, alcanzé las mas altas frecuencias en mayo (90,1) y junio (80,1).
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CICLO REPRODUCTIVO CUANTITATIVO EN FISSURELLA LATIMARGINATA

VARIACION DEL INDICE GONADOSOMATICO (IGS)

PUNTA COLOSO : Los resultados de IGS por muestreo, para machos,
hembras y el total poblacional, se presentanenla Tabla8 y en la Figura 18 A. Los resultados del
andlisis estadistico se presentan en la Tabla 10. La variacion del IGS de F. latimarginata sigui6 una
tendencia similar en ambos sexos, en que las diferencias mostradas entre ellos no fueron
significativas (p>0,05, ANDEVA 1 via, «=0,05) (Tabla 10). Por el contrario, el andlisis de varianza
de 1 via indico diferencias temporales significativas entre los totales poblacionales de IGS en la
localidad de Punta Coloso (p<0,01, ANDEVA 1 via, o=0,05) (Tabla 10, Figura 18 A). En machos, los
valores obtenidos fluctuaron entre 4,6 (mayo) y 21 (diciembre). Se observaron evidentes y sucesivos
descensos del IGS entre septiembre y noviembre (14,5 a 9,7); diciembre y enero (21 a 9,8) y desde
febrero a marzo (14,9 a 9,6). El periodo abril-julio presento los valores mas bajos. Algo parecido
sucedio en las hembras, en las que los valores mas altos se registraron en septiembre (14,6),
diciembre (20,3) y febrero (14,5) y se repitieron los meses de descensos. En los promedios totales
se aprecia una heterogeneidad de las muestras, expresada en los valores de desviacion estandar,
en diciembre y febrero (6,3 y 5,5 respectivamente) (Tabla 8). Los valores de IGS mas homogéneos,
del total poblacional, se registraron en marzo (d. e.= 2,8) y desde mayo a julio (d.e.=2,1ad.e=14

respectivamente) (Tabla 8).
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LOSVILOS : Los resultados de IGS por muestreo, para machos, hembras y el
total poblacional, se resumen en la Tabla 9 y en la Figura 18 B. Los resultados del andlisis
estadistico se resumen en la Tabla 10.

Nuevamente la fluctuacion de los valores de IGS fue similar en machos y hembras, sin
presentar diferencias significativas entre ambos sexos (p> 0.05, Tabla 10) (Figura 18 B). Sin
embargo, existen diferencias temporales significativas de IGS (p< 0,01, a=0,05) . En los machos se
obtuvieron los valores més altos en octubre (9,38), noviembre (9,7), enero (9,2), abril (9,62) y mayo
(9,98). Se observaron evidentes descensos en diciembre (7,4), marzo (4,7) y julio (4,7). En las
hembras se obtuvo el valor maximo de IGS en noviembre (12,8) y en el periodo abril-mayo-junio
(9,3; 9.0 y 85 respectivamente), descendiendo en diciembre, marzo y julio. La mayor
heterogeneidad de los datos se registré en octubre (d. e.= 6,2), abril (d. e.= 6,8) y mayo (d. e.= 6,6).
Por el contrario, los datos mas homogéneos se registraron entre diciembre y marzo. La mayor
variacion de los datos se produjo en agosto (d. .= 8,5), noviembre (d. e.= 6,6) y abril (d. .= 6,4).

Los valores maximos del total poblacional de IGS se obtuvieron en los periodos octubre-
noviembre y abril-junio, cuando a la vez se present6 una gran variabilidad de los datos. Los menores
valores de desviacion estandar se presentaron en el periodo diciembre-febrero, en cambio la mayor
variabilidad se observo en agosto (d. e.= 8,2) (Tabla 9). En ambos sexos se produjeron diferencias
significativas entre las localidades (p< 0,05; Tabla 10).

La generalidad en el patron de IGS, fue la presencia de periodos en que los valores altos

fueron seguidos por pronunciados descensos en los meses posteriores (Figura 18 B).
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VARIACION DE LA LINEA GERMINAL EN MACHOS DE FISSURELLA LATIMARGINATA

PUNTA COLOSO : Los resultados de las mediciones microscopicas de la altura
de la linea germinal en machos se registran en la Tabla 11 y en las Figuras 19, 21 y 22. Los
resultados del analisis estadistico se presentan en las Tablas 13 a 19.

Con respecto a los registros de la altura de las regiones de células germinales
masculinas de Punta Coloso, podemos advertir una correspondencia con las frecuencias de estados
histologicos cualitativos mes a mes. Es asi como en agosto se presentaron alturas intermedias de
LGT (41,9 um) y LGA (34,6 um), que coincidieron con la distribucion de valores intermedios de la
frecuencia de estados gonadales (20% MD2, 40% MD3, 20% MR1 y 20% MR2). Por ofra parte, en
septiembre ya es evidente un pequefio aumento en la altura de ambas regiones (46,4 um de LGT y
47,8 um de LGA), coincidiendo con el aumento en la frecuencia de los tnicos estados de desarrollo
registrados MD3 (69,2%) y MR1 (30,8%). Es necesario recordar que la condicion MD3 supone una
predominancia de la region "madura” (LGA) representada por espigas de esperméatidas elongadas
(Figura 7); y que laregresion inicial de la gonada masculina (MR1) manifiesta una evacuacion inicial
de gametos maduros, luego de lo cual persiste siempre una considerable region de LGT. Por
consiguiente, es valido puntualizar que el aumento de la LGT (61,2 um) y la pequefia disminucion de
LGA (44,7 um) en octubre, se corresponden con el aumento de individuos MR1 (45%) y el
decremento de MD3 (25%). Ademés es una expresion de la presencia de MD2 (30%), debido a que
se observaron septos con gran cantidad de espermatocitos, espermétidas redondas (LGT) y la
presencia en menor escala de espermatidas elongadas (LGA) (Figura 5). Consecuentemente en

noviembre se presentd una evidente predominancia de la LGT, que llega a su maxima altura (88,5

41



pm); y un valor minimo de LGA (27,3 um) (Tabla 11). Este hecho se relaciona con la existencia
simultanea de la mayor frecuencia de MR2 del periodo de estudio (64,3%), con valores bajos y
homogéneos de MD1 (7,1%), MD2 (21,4%) y MR1 (7,1%) y con la ausencia de MD3. Prosiguiendo
con el andlisis de los datos, en diciembre se registré una baja altura de LGT (55 um) y el mayor
valor de LGA (88,2 um), coincidiendo con una gran cantidad de individuos MD3 (95%). En cambio,
en el mes siguiente (enero) se produjo una nueva alza en los valores de LGT (81,1 um) y una
declinacion en los de LGA (44 um), reiterada en marzo, cuando se obtuvo la disminucion mas
significativa en la altura de la LGA . Hasta ahora se ha descrito el primer tramo de las curvas de la
cinética de los componentes celulares de la linea germinal masculina de Fissurella latimarginata
(Figuras 19 Ay B). En adelante, se producen dos periodos de disminucién de la altura de LGA : uno
menor desde abril a mayo (41,5 a 33,6 um) y uno mayor desde junio a julio (64,7 um a 32,3 pm).
Este Ulimo periodo coincide con el segundo valor maximo del estado MR2 (35,7%), con individuos
en estado MD1 (42,9%) y con la ausencia del estado MD3, lo cual se aprecia en el segundo tramo
de las curvas de la cinética de la linea germinal.

Las variaciones en la altura de LGT resultaron significativamente diferentes entre las
localidades (p< 0.01, o= 0.05, ANDEVA de una via), en cambio, la LGA no presento igual condicion
(p> 0.1) (Tabla 13). El método T~ de Spjotvoll & Stoline demostré que las diferencias significativas
entre las medias muestrales de LGA, se deben a los valores maximos (diciembre y junio) y minimos
(noviembre y marzo), no consecutivos, producidos en el periodo de estudio (Tabla 15). De igual
forma ocurrié en la LGT que present6 los promedios maximos en noviembre, enero, febrero, marzo y

valores minimos en agosto (Tabla 14). Tanto la LGT como la LGA presentaron diferencias
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temporales significativas al andlisis de varianza de una via (p<0,01, ANDEVA 1 via, «=0,05) (Tabla
13).

La composicion de las regiones de células germinales (LGT y LGA) por rangos de talla, se
presentan en las Tablas 16 y 17 y en la Figuras 21 y 22.

Los valores de frecuencia por rangos de talla se resumen en la composicion residual
estandarizada, que indica con signos positivos (sombreados) el aumento de la altura en micrones
(Tablas 18 y 19). Desde agosto a noviembre la LGT aumenté en altura al desplazarse hacia la
derecha (rangos mayores), a la vez que la LGA lo hace hacia la izquierda (Tablas 16, 17 y Figuras
21, 22). Desde diciembre hasta marzo, se produjo un nuevo desplazamiento de la LGT hacia la
derecha y en consecuencia, hacia la izquierda para la LGA. Finalmente, el ltimo desplazamiento
hacia la derecha desde abril hasta junio culmina en julio con una gran cantidad de individuos
distribuidos en los menores rangos de talla (desplazamiento hacia la izquierda).

El mayor numero total de individuos por rangos de talla de LGT, se produjo en el rango 45-
60 um (62 animales) y 60-75 um (57 animales) (Tabla 16). En la LGA, el mayor nimero total se
registré en el rango 15-30 um (56 animales) y 30-45 um (54 animales), ademés de los 47 animales
distribuidos en el rango > 60 um (Tabla 17).

Los valores del estadistico G, obtenidos de las tablas mes por rangos de talla, fueron
significativos para ambas regiones de células germinales al superar el valor de 2 ees.12i (99,5) (G=

171en LGT y G= 185 en LGA) (Tabla 11).
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LOS VILOS : Los resultados de las mediciones microscopicas de la altura de las
regiones de células germinales masculinas se registran en la Tabla 12 y en las Figuras 20, 23 y 24.
Los resultados del analisis estadistico se presentan en las Tablas 13y 20 a 25.

En la poblacion de F. latimarginata de Los Vilos también se evidenci6 la correspondencia
entre los valores obtenidos para la LGT y la LGA. En esta localidad, la linea germinal avanzada
(LGA) experiment¢ fres periodos de recuperacion: septiembre a noviembre; enero a febrero y marzo
a junio, con el consecuente decremento de la altura de la LGT. Posterior al Glimo mes de cada
periodo (diciembre, marzo y julio), la LGA disminuyé coincidiendo con la presencia de individuos en
estado de evacuacion inicial (MR1) y total (MR2), que evidenciaron un aumento en la LGT (Tabla12
y Figura 20 Ay B). La coincidencia reciproca de valores altos y bajos de la altura de LGT y LGA, se
aprecia en las probabilidades calculadas por el método T~ que sefialan a los mayores y menores
promedios mensuales, no consecufivos, como los causantes de las diferencias significativas (Tablas
20y 21).

Los residuos estandarizados obtenidos para cada region de células germinales, muestran
estos desplazamientos mediante cambios de signo y valor absoluto (Tablas 24 y 25). Desde agosto
a noviembre, la LGA evidenci6 un aumento en la frecuencia de individuos que forman parte de los
mayores rangos de talla (desplazamiento hacia la derecha), junto con el aumento de la frecuencia
en los rangos menores de LGT durante el mismo periodo (Tablas 22, 23 y Figuras 23, 24). Ademas,
desde noviembre a enero se aprecia un desplazamiento de la LGA hacia la izquierda y
consecuentemente hacia la derecha para LGT en el mismo periodo. Por ofro lado, desde febrero a
junio se produjo una progresiva recuperacion de la LGA culminando con un abrupto descenso en

julio (Tabla 23 y Figura 24). Parala LGT se observa la situacion inversa (Tabla 22 y Figura 23).
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El mayor nimero total de individuos por rangos de talla de la LGT durante el periodo de
estudio, se produjo en el rango 60-75 um con 55 animales (30,9%) y > 75 um con 58 animales
(32,6%) (Tabla 22). En la LGA esto sucede en el rango > 60 pm con 60 animales (33,7%) (Tabla
23).

Los valores del estadistico G, obtenidos de las tablas mes por rangos de talla, fueron

significativos para ambas regiones de células germinales al superar el valor de 2 ees.120 (99,5) (G=

156,8 en LGT y G= 154,1 en LGA) (Tabla 11).

VARIACION DE LA LINEA GERMINAL EN HEMBRAS DE FISSURELLA LATIMARGINATA

PUNTA COLOSO ; Los resultados de los recuentos microscopicos del nimero
de ovocitos por area en hembras de F. latimarginata se resumen en la Tabla 26 y se muestran en
las Figuras 25y 27 A. Los resultados del anlisis estadistico se resumen en las Tablas 28 a 32.

Los recuentos por rea de los ovocitos previtelogénicos (OPV) no presentaron diferencias
temporales significativas al anélisis de varianza de una via (p> 0,05, ANDEVA 1 via, a= 0,05)(Tabla
28). A través del andlisis a posteriori (método T") se establecié que las diferencias significativas, al
comparar los promedios mensuales, son producidas por los menores (septiembre, diciembre, junio)
y mayores promedios mensuales registrados (noviembre, marzo y julio) (Tablas 26 y 29 y Figura 25
A).

Los conteos microscopicos de ovocitos vitelogénicos adheridos (OVA) no superaron los 4

OVA por &rea. El andlisis de varianza indico diferencias temporales y espaciales (entre localidades)
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significativas (p< 0,05, ANDEVA 1 via, a= 0,05) (Tabla 28). El andlisis a posteriori sefiald una
variacion anual producida por los promedios mensuales minimos (septiembre, diciembre y junio) y
maximos (julio y noviembre) del periodo de estudio (Tabla 30 y Figura 25 B).

Los conteos de ovocitos vitelogénicos libres (OVL) resultaron en diferencias significativas
entre los meses no asi entre las localidades muestreadas (p> 0,05, Tabla 28). El método T~ indico
que las variaciones significativas entre los promedios mensuales se originan en los valores mas
bajos (noviembre, marzo y julio) (Tablas 26 y 31 y Figura 25 C). Estos coincidieron con una baja
frecuencia de FD3 y una gran proporcion de FR1. La cinética de la linea germinal femenina de Punta
Coloso se resume en los valores de residuos estandarizados calculados para los recuentos
celulares por area, recapitulando las variaciones presentadas por cada uno de los tipos celulares
(Tabla 32y Figura 27 A).

El estadistico G (29,1) registré un valor significativo superior al de x2%,0s33 (8,5) (Tabla 26).

LOSVILOS : Los resultados de los recuentos microscopicos (N° ovocitos / area)
en hembras de F. latimarginata se registran en la Tabla 27 y se muestran en las Figuras 26 y 27 B.
Los resultados del andlisis estadistico se presentan en las Tablas 28 y 33 a 36.

En la poblacion celular gonadal de los individuos de Los Vilos se presentaron valores
homogéneos de ovocitos previtelogénicos (OPV), aunque con algunas variaciones determinadas
con el analisis a posteriori (Tablas 27, 33 y Figura 26 A). Este indica que en julio y en marzo se
produjeron diferencias, en valor absoluto, mayores que la MSD y por ende significativas.

Se distingue la escasa presencia de ovocitos vitelogénicos adheridos (OVA) en los conteos,

que no alcanzan la unidad en ninguno de los muestreos realizados (Tabla 27). El anélisis de
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varianza presentd diferencias temporales significativas (p< 0,05) (Tabla 28). Diciembre, enero y
marzo son los meses en que se presentaron diferencias significativas (> MSD) segun el método T
(Tabla 34 y Figura 26 B).

El nimero de ovocitos vitelogénicos libres (OVL) presenté dos claras tendencias: un
descenso paulatino desde octubre a enero y otro desde abril a julio (Tabla 27). El término de ambos
periodos siempre coincidio con la menor frecuencia de FD3. Dos declinaciones menos evidentes en
los promedios mensuales de OVL ocurrieron en septiembre y en marzo. Se produjeron diferencias
temporales significativas (ANDEVA 1 via, p < 0,05) (Tabla 28), que con el método T~ se
determinaron como diferencias mayores ala MSD en junio y julio (Tabla 35).

La cinética de la linea germinal de la poblacion de Los Vilos esta resumida en los residuos
estandarizados de los recuentos celulares (Tabla 36 y Figura 27 B).

El estadistico G (10) registro un valor significativo superior al de %2533 (8,5 ) (Tabla 27).

En cada una de las localidades el analisis de varianza de una via registré diferencias entre

los tipos celulares femeninos (p< 0,01) (Tabla 28).

47



DISCUSION

Para llevar a cabo una investigacion en el aspecto reproductivo de los invertebrados
marinos se han uilizado varios métodos, centrandose la mayor parte de los estudios en la
determinacion del ciclo reproductivo. El método histologico cualitativo, que asigna un nimero de
estados de desarrollo a la poblacion de células germinales de un individuo y usado indistintamente
tanto en machos como en hembras, ha sido desarrollado sistematicamente en los moluscos
(Bacci, 1947 a; Orton, 1956; Lewis, 1960; Ward, 1966; Newman, 1967; Young & De Martini, 1970;
Girard, 1972; Joll, 1980; Niu & Fuji, 1989; Lisin et al, 1995; Brown et al, 1997; Collado, 1998.).
Algunos autores recomiendan que éste deberia ser complementado con técnicas cuantitativas para
facilitar la interpretacion de los resultados (Lucas, 1982; Tyler et al., 1982; Grant & Tyler, 1983; Die
et al., 1997). En este sentido se han utilizado técnicas cuantitativas macroscopicas basadas en la
relacion del aspecto o condicion de la génada, con respecto a la masa corporal, resumida en el valor
porcentual de un indice (Webber & Giese, 1969; Webber, 1970; Sastry, 1970; Giese & Pearse, 1974;
Lozada & Bustos, 1984; Jaramillo & Navarro, 1995). Sin embargo, este procedimiento es insuficiente
para profundizar en las variaciones experimentadas por la génada a nivel celular, debido a que el
indice describe las fluctuaciones en peso o volumen de la gonada en relacién al cuerpo. Por
consiguiente, para descifrar la cinética de una region de células germinales o de un tipo celular
germinal en particular, se requiere de un método histologico microscopico de caracter cuantitativo
(Schuldt, 1990; Die et al.., 1995; Lisin ef al., 1997). En este trabajo de tesis se realizd un estudio
cuanitativo de los tipos celulares de la linea germinal de machos y hembras del arqueogastrépodo

Fissurella latimarginata, basandose en la técnica histologica (Brown et al., 1997) y en aspectos

48



estereologicos (Christiansen et al., 1972, 1973; Briarty, 1975; Lowe, 1994, Lisin et al., 1997). La
medicion de la altura (um) de las regiones de células germinales masculinas (LGT y LGA)
perfectamente reconocibles, debido a su disposicion centrifuga desde el septo hacia el antro
gonadal; y la cuantificacion de los tipos celulares germinales femeninas (OPV, OVA, OVL), también
reconocibles por sus caracteristicas histologicas, permitieron caracterizar la cinética de la
gametogénesis en dos poblaciones de F. latimarginata.

Los resultados permitieron sefialar que la distribucion temporal de la altura de la LGT y del
numero de OPV se asemeja a la distribucion de las frecuencias (acumuladas) de los estados D1 y
D2. LaLGAy los OVL siguen la distribucion temporal de las frecuencias del estado D3. El estado R2
estaria caracterizado por los valores minimos de LGA, OVL y maximos de LGT y OPV. Como se
esperaba, los OVA siguieron la progresion de OPV y OVL en el tiempo, no obstante la cantidad
representada en los conteos no se acercod a la observada en las secciones histologicas. En las
poblaciones de ambas localidades (Punta Coloso y Los Vilos) la generalidad es que las
determinaciones cuantitativas de ambos sexos permitieron establecer un ciclo reproductivo continuo
asincronico sin un reposo gonadal y con dos periodos reproductivos, confirmandose en el analisis
histologico cualitativo. Estos se extienden desde agosto hasta marzo, principal periodo de la
poblacion de Punta Coloso y desde abril hasta julio, principal periodo de la poblacion de Los Vilos.

En Punta Coloso las mediciones en la altura de las regiones de células germinales
evidencian una notoria reciprocidad en los resultados obtenidos. Esta se sustenta principalmente en
los valores que caracterizan a la cinética gametogénica, es decir, los méaximos y minimos de LGT y
LGA. La méxima altura de la LGT coincidente con la minima de LGA correspondié al criterio para

determinar los meses en que se produciria evacuacion de gametos: noviembre, enero, marzo y julio.
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En las hembras, un bajo nimero de OVL y gran cantidad de OPV determinaron el periodo de
evacuacion en noviembre, marzo y julio.

El andlisis histologico cualitativo de los machos respalda los resultados cuantitativos al
establecerse estados de madurez total (D3) en septiembre, diciembre y de evacuacion total (R2) en
noviembre y enero. En marzo se determinaron individuos en estado R2 junto con D1, indicando
evacuacion de gametos y el inicio de una nueva onda de maduracion gonadal. En el segundo
periodo las gonadas maduraron totalmente en junio y se obtuvieron animales en estado R2 en julio.
Se destaca la mayor intensidad del primer periodo reproductivo. En las hembras, solamente en
noviembre se presentd el estado R2 coincidiendo con el périodo de evacuacion indicado en el
mismo mes por el método cuantitativo. En marzo se presentan animales en madurez inicial (D1) y
con baja frecuencia D3, coincidiendo con la disminucion de la LGA. El inicio de nuevas ondas de
maduracion estarfan caracterizadas por una gran cantidad de OPV, en las hembras, y altas
frecuencias (%) de individuos en los menores rangos de talla de la LGT, en los machos, permiten
establecer la sincronia de los eventos en los patrones de ciclo reproductivo de ambos sexos.

Por otra parte las fluctuaciones en el indice gonadosomatico de la poblacion de Punta
Coloso permiti establecer la evacuacion de gametos en noviembre, enero y marzo, coincidiendo
con los resultados microscopicos cualitativos y cuantitativos. Ademas, el IGS presentd una
disminucion de sus valores desde septiembre a noviembre. En el segundo periodo reproductivo se
observaron valores bajos con pequefias declinaciones en mayo y julio.

En la poblacion de fisurélidos de Los Vilos se mantiene la condicion reciproca entre las
fluctuaciones de la linea germinal de ambos sexos. En los machos se produce un progresivo

aumento de la linea germinal madura desde agosto a noviembre y la correspondiente disminucion

50



de la LGT para caer en enero y en menor medida en marzo, donde ocurririan evacuaciones
gonadales. El segundo periodo reproductivo muestra una mayor intensidad, donde la LGA crece en
forma progresiva hasta el mes de junio para caer abruptamente en julio determinando la principal
evacuacion gonadal.

La distribucion de los tipos celulares de la linea germinal de la poblacién de Los Vilos
culmina el periodo de aumento del nimero de OVL en enero, junto a un pequefio nimero de
hembras en estado R2 y R1, que indicaria una evacuacion gonadal. En marzo no se presentan
animales en el estado R2 ni D3 pero si en R1, D1 y D2 sugiriendo el inicio de nuevas ondas de
maduracion. En este mismo mes se presenta una disminucion del nimero de OVL consecuente con
un aumento de OPV e indicativo de ofra evacuacion gonadal, situacion que se evidencia en julio.

El valor del estadistico G, significativo para las tablas de contingencia mes por rangos de
talla (LGT y LGA) y mes por ntimero de ovocitos (OPV, OVA y OVL), para ambas poblaciones, se
interpreta como un grado diferencial de desarrollo gonadal en la actividad reproductiva anual (Tyler
et al., 1982; Grant & Tyler, 1983 b). Esta diferencia se encuentra complementada con las diferencias
temporales significativas encontrada al andlisis de varianza de una via para LGT, LGA, OPV, OVAy
OVL. El andlisis a posteriori (prueba T~ de Spjotvoll & Stoline) pudo seifialar aquellos promedios
mensuales extremos de la altura de la region de células germinales y del nimero de ovocitos que
estaban aportando en mayor medida a la varianza. En casi todos los meses se obtienen promedios
con valores altos de desviacion estandar, lo cual sentaria un precedente que refuerza la
sobreposicion de los estados gonadales establecida por el método cualitativo para todos los meses
de muestreo. En los meses en que se determind evacuacion gonadal mediante las técnicas

cuantitativas usadas para ambos sexos, se obtuvieron los menores valores de desviacion estandar
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probablemente interpretados como una capacidad de sincronia entre los individuos de una misma
poblacion durante de la evacuacion de gametos (Tyler et al., 1982; Grant & Tyler, 1983 b; Lisin et
al., 1997). El andlisis de residuos estandarizados que asigné una magnitud (valor absoluto) y un
signo a los promedios mensuales de cada objeto de medida (tipos celulares), junto al
comportamiento temporal de los rangos de talla de LGT y LGA, ayudaron a resaltar y apreciar las
variaciones experimentadas por las regiones germinales, explicando asi la cinética gametogénica
masculina; de igual modo, ayudaron a determinar la progresiva sucesion de los tipos celulares
femeninos con distinto grado de madurez.

Al reanalizar la sobreposicion de los estados gonadales cualitativos se debe mencionar que
esta también se encuentra en los ciclos reproductivos de F. crassa (Huaquin et al., 1998); F.
latimarginata (Segura, 1998); F. latimarginata y F. cumingi (Brown et al.,1997); F. latimarginata,
F. cumingi y F. maxima (Bonati et al., 1999' ). Como se sefial6 anteriormente la sobreposicion de
estados gonadales se expresa en el predominio de los altos valores de desviacion estandar de los
promedios mensuales, no obstante, esta variacion podria deberse a la inapropiada cantidad de
conteos celulares realizados. Aunque para ello se realizé un analisis de varianza de dos vias entre
las determinacioneé cuantitativas de todos los tipos celulares y cortes histologicos sometidos a
recuento y donde el analisis no arrojo diferencias significativas entre los tres conteos celulares ni
entre los tres cortes (p < 0,05). Ademas el error estandar de las mediciones y conteos siempre fue
pequefio, lo que segin Grant & Tyler (1983a, b) constituye un estimador de la precision de la técnica

utilizada.

1 Bonati, P.; Vega, G.; Figueroa, M. & H. Perez. 1999. Andlisis del ciclo reproductivo de Fissurelfa spp. en Quintay (V
region), y su potencial aplicacion en acuicultura. XIX Congreso de Ciencias del Mar, Antofagasta, Chile. Pagina 74.
Resumen.
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En este estudio se detectaron pequefias variaciones en la cinética de la linea germinal de
ambos sexos. En los machos se aprecio una distribucion mas heterogénea de las frecuencias de
estados gonadales cualitativos con respecto a las hembras, lo que también se observé en la altura
de la linea germinal masculina, que presentdé una mayor variacion respecto al conteo de los
ovocitos. Esta es una expresion de la mayor dinamica gametogénica de los machos, descrita para F.
maxima en el norte de Chile (Osorio, 19861). La razon radica principalmente en el esfuerzo
energético que experimenta la hembra en el proceso de la gametogénesis y maduracién de los
ovocitos (Raven, 1961). Por otro lado se encontraron diferencias entre las poblaciones de ambas
localidades. La principal se refiere a la intensidad de los periodos reproductivos. En que la poblacion
de Punta Coloso presentd una gran evacuacion gonadal en marzo, en cambio, la de Los Vilos en
julio. Ademas la poblacion de Punta Coloso presento evacuacion de gametos en noviembre, no asi
la poblacion de Los Vilos. Sin embargo, a pesar de las diferencias latitudinales de ambas
poblaciones estas coinciden en los restantes meses en que ocurre liberacién de gametos (enero,
marzo y julio). Otra diferencia se observa al realizar el andlisis de varianza de una via entre las
alturas de las regiones de células germinales de ambas poblaciones, en el cual la region de LGT
presento diferencias significativas (p< 0,05). Estas diferencias probablemente se originaron en la
menor altura que presents la linea germinal temprana de la poblacion de Los Vilos, con respecto ala
de Punta Coloso, donde la mayor parte de los individuos se distribuyo en los mayores rangos de
talla.

Con respecto a la hipotesis de trabajo planteada se debe destacar que efectivamente se

1 Osorio, C. 1986. Estudios biologicos en Fissurella maxima Sowerby 1835 en Chile. X Congreso Latinoamericano de
Zoologia, Viia del Mar, Chile. Pagina 498. Resumen.
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encontraron diferencias de tipo cualitativas en relacion a la duracion y caracteristicas de los estados
de madurez gonadal entre las poblaciones de Punta Coloso y Los Vilos, enfatizandose que la
cinética gametogénica determinada mediante el analisis cuantitativo de ambas poblaciones expreso
estas mismas diferencias. Cuando se habla de duracion se esté refiriendo a la temporalidad de los
sucesos reproductivos (intensidad de los periodos reproductivos) y al hablar de caracteristicas se
esta refiriendo a la sobreposicion de los estados gonadales y a la variacion que existe entre la
cinética gametogénica de machos y hembras. Sobre la base de estos resultados y del posterior
analisis se puede concluir que la hipdtesis de trabajo se acepta.

El método histologico, que asigna uno de cinco estados histologicos al tejido gonadal , se
remite a la observacion del estado R2 para obtener los meses de evacuacion de gametos, que en
los machos presenta una LGT con una banda de espermatogonias limitada a septos engrosados y
una desorganizacion de la LGA con nuevas ondas de maduracion de la LGT; y en las hembras
presenta escasos OVL residuales y en algunos casos en citlisis con una nueva onda de
maduracion, coexistiendo con el estado de regresion. Para tal efecto, en ambos sexos se asume la
dinamica y continuidad del proceso de espermatogénesis y ovogénesis y por ende se clasifican de
acuerdo a la condicion predominante. A través del método cuantitativo cada tipo celular se mide (3)
o cuenta () en un area determinada. Los resultados se grafican como promedios mensuales y se
observan los valores minimos y maximos, que culminan y comienzan un periodo reproductivo. Para
determinar el periodo de mayor madurez gonadal en machos se utilizan los valores maximos de
LGA, reciprocos a los minimos de LGT. Para determinar el periodo de evacuacion gonadal se ubica,
en el grafico, cuando la LGA presenta los menores tamarios (minimos de LGA) y cuanco la LGT los

mayores (méaximos de LGT). En las hembras se aplica el mismo criterio, en que la mayor cantidad
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de OVL del periodo de estudio indica el desarrollo maximo de la linea germinal y el menor niimero
de OVL, junto al repunte del nimero de OPV, sefialan una evacuacion gonadal. En resumen, el
metodo cuantitativo presentaria una mayor objefividad debido a que trabaja con valores discretos,
estadisticamente comparables y de facil interpretacion del tamafio y nimero de los tipos celulares
de interés. Al analizar la aplicacion del método cuantitativo se debe tener en cuenta que surgié como
una mezcla de técnicas de cuantificacion (Christiansen et al., 1972, 1973; Lisin et al., 1997; Borrero,
1987), teniendo en comin el tratamiento histologico efectuado en los tejidos gonadales. Ademas,
debido al previo aislamiento de la gonada el corte de la seccion siempre consistio en tejido gonadal,
lo cual constituye una gran diferencia al comparar ésta técnica cuantitativa con la de la mayoria de
los trabajos realizados en bivalvos, en que la gonada se encuentra inmersa en la masa visceral
obligando a los investigadores a efectuar una gran cantidad de recuentos (en machos como en
hembras) y en la mayoria de los casos, a referir los datos como un porcentaje del total de masa
visceral (Lisin et al., 1997; Lowe et al., 1994). La dificultad anterior se vi6 superada debido a la
minima variacién que existio entre las mediciones de la linea germinal masculina y entre el recuento
de los fipos celulares gametogénicos femeninos, variacion indicada en el pequefio valor del error
estandar de los promedios mensuales, sugiriendo en otras palabras una estimacion de la precision
de los procedimientos efectuados (Grant & Tyler, 1983a; 1983b). A los resultados obtenidos de las
cuantificaciones de ovocitos y de las mediciones de la linea germinal masculina, en ambas
localidades, se agregan la correspondencia con el andlisis del IGS, con los resultados histologicos
cualitativos y la idea de utilizar métodos complementarios en cuanto a la técnica y al tratamiento de

los datos (Die et al., 1995).
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Técnicamente la escasa presencia de los ovocitos vitelogénicos adheridos (OVA) no super6
un promedio de 4 unidades en Punta Coloso y de la unidad en Los Vilos traduciéndose en
diferencias significativas entre las localidades (p< 0,05; ANDEVA 1 via; a= 0,05) lo cual obedeceria
a varias razones. La primera de ellas es una aparente y muy probable subestimacion del nimero de
OVA producto de la ubicacion hacia adantral del marco o area de recuento dentro del tejido gonadal.
Esto se debe a que existe una ubicacion diferencial de los OVA, en menor niimero hacia el antro
gonadal y en mayor proporcion hacia la pared de la gonada. Aunque el segundo periodo
reproductivo de ambas localidades presenta una maduracion rapida de la linea germinal femenina,
el desarrollo de un ovocito vitelogénico adherido comprende una serie de procesos bioquimicos
para la formacion del vitelo. Por tltimo, es necesario mencionar la presencia ininterrumpida de
parasitos (Digenea) intragonadales y descrita por algunos autores para los fisurélidos chilenos, que
posiblemente estarian causando dafios de tipo mecanico en el tejido gonadico (George-Nascimento
& Quiroga, 1983; Zuiiiga, 1991; Oliva, 1992). Por ota parte, la presencia de gran cantidad de tejido
parasitario probablemente sesgd en alguna medida la determinacion cuantitativa, puesto que al
llevar a cabo los conteos de células obligd a escoger al azar ofro campo microscopico. A pesar de
todos los antecedentes expuestos, el pequefio tamario de los ovocitos previtelogénicos (OPV) y su
evidente ubicacion hacia la pared gonadal aparentemente no produjeron la subestimacion de su
poblacion celular, puesto que la distribucion temporal mostré resultados comparables.

En la revision bibliografica realizada la mayor parte de las especies de arqueogastropodos
estudiados presentaban gonadas maduras durante todo el afio en su ciclo reproductivo. Es €l caso
de la familia Trochidae: Gibbula cineria y Gibbula umbilicalis (Underwood, 1972); Haliotidae:

Haliotis midae (Newman, 1967), Haliotis rufescens (Young & De Martini, 1967), Haliotis
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tuberculata (Hayashy, 1980), Turbinidae: Turbo intercostalis y Turbo torquatus (Joll, 1980). De
igual modo, esta caracteristica se manifestd en la familia Fissurellidae : F. barbadensis ( Lewis,
1960 y Ward, 1966); F. maxima (Bretos et al.,, 1983); F. picta (Bretos et al., 1988b; Brown ef al.,
1997), F. limbata (Zufiiga, 1991); F. latimarginata (Brown et al. 1997; Collado, 1998; Segura, 1998);
F. cumingi (Brown et al,, 1997; Collado, 1998); F. nigra (Brown et al., 1997); F. crassa (Huaquin,
1998). Por ofra parte, la produccion de gametos maduros puede encontrarse limitada a estaciones
del afio constituyendo los patrones estacionales de ciclos reproductivos, con evacuacion gonadal en
un corto periodo (una vez al afio) como en Patella vulgata (Orton et al,, 1956), Haliotis midae
(Newman, 1967), Haliotis tuberculata (Hayashy, 1980) y Collisella heroldi (Niu & Fuji, 1989); o
con dos periodos reproductivos a través del afio como en Haliotis midae (Newman op. cit.).

Aunque existe la descripcion de un periodo de reposo reproductivo observado desde enero
a marzo en la localidad de Montemar (V Region), ésta sélo se basa en el andlisis del indice
gonadosomatico sin presentar evidencias de andlisis histologico (Huaquin et al., 1998). En este
contexto y como en la mayoria de los fisurélidos chilenos, en la especie tropical F. barbadensis no
hay reposo gonadal (Lewis, 1960; Ward, 1966). Sin embargo, Webber (1977) sefiala que en los
arqueogastropodos de zonas templadas existe una fuerte tendencia a presentar un periodo de
reposo gonadal, en que la actividad gametogénica no se expresa de la mejor forma. Sin embargo es
posible encontrar un gran nimero de especies que si presentan reposo gonadal, por ejemplo, H.
cracheroidii (Boolotian et al., 1962) y Patella vulgata (Orton et al., 1956) en los meses de
primavera-verano y Patella coerulea (Bacci, 1947b) y Collisella heroldi (Niu & Fuji, 1989) en los

meses de invierno.
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Asimismo el género Fissurella tiene representantes cuyo patron de ciclo reproductivo presenta dos
periodos de evacuacion de gametos, como en la especie tropical F. barbadensis, que se producen
desde septiembre hasta noviembre y desde marzo hasta junio (Ward, 1966). Por su parte en los
fisurélidos chilenos se describen también dos periodos de gran actividad gametogénica. En relacion
con la caracteristica actividad reproductiva, en este estudio se observo que dos poblaciones de una
misma especie, separadas latitudinalmente, presentan diferencias con respecto a los ciclos
reproductivos, especificamente en los periodos de actividad reproductiva, al igual como sucede en
bivalvos (Lubet et al., 1981; Lowe et al., 1994). Estos acontecimientos también se observan en la
especie F. maxima de la localidad de Huaiquique, que presenta dos periodos de evacuacion de
gametos, desde noviembre a diciembre y desde julio a agosto (Bretos et al., 1983). Estos se
describen con igual intensidad y duracion en la poblacion de hembras de F. maxima en la | Region
(Herrera, 1983!). En la misma localidad y también en las hembras se describen dos periodos
reproductivos estacionales para F. maxima desde diciembre hasta mayo y desde junio a
noviembre (Pavez & Arias, 19922) . Por ofro lado, en una poblacion de F. maxima de la V
Region (Los Vilos), Osorio (1986%) ha registrado evacuaciones masivas en mayo, agosto, octubre
y febrero. La mayor cantidad de emisiones de gametos fue explicada por la accion del fenomeno El
Nifio (1983-84), debido al alza en la temperatura y a los cambios en la composicion tréfica de la

columnade agua, que supuestamente estarian favoreciendo la evacuaciones gonadales en la

1 Hemera, G. 1983. Andlisis estacional del ciclo sexual en ovario de Fissurella maxima (Sowerby, 1835).
Archaeogastpoda: Fissurellidae) en el Norte de Chile. Archivos de Biologia y Medicina Experimentales. Vol. 16 (2).
Pagina 160. Resumen.

2 Pavez , M. & T. Avias. 1992. Ciclo estacional de Fissurella maxima (Sowerby , 1835) (Archaeogastropoda:
Fissurellida) en la zona de lquique-Chile. Sociedad Chilena de Reproduccion y Desarrollo. V Reunion Anual,
Pichidangui, Chile. Pagina 13. Resumen.

3 Osorio, C. 1986. Estudios biologicos en Fissurella maxima Sowerby 1835 en Chile. X Congreso Latinoamericano de
Zoologia, Vifia del Mar, Chile. Pagina 498. Resumen.



poblacion, aunque los autores no profundizaron en los mecanismos que lo hicieron posible (Osorio
etal., 1985").

Una poblacion de F. nigra de la localidad de Queule (VIIl Region) evacia gametos maduros
desde octubre a noviembre (primavera) y en marzo (fines de verano) (Bretos et al., 1988a). Por otra
parte, en bahia Metri se determiné que el primer ciclo sexual de esta especie comprende los meses
de mayo-diciembre evacuando en noviembre y en marzo-abril (fines de verano y principio de otofio)
(Brown et al., 1997).

En poblaciones de F. picta de Cheuque (VIIl Region) se describieron evacuaciones desde
octubre a noviembre (primavera) y desde febrero a marzo ( a fines del verano) (Bretos et al., 1988b),
en tanto que la poblacion de bahia Metri lo hizo en septiembre (primavera) y desde diciembre a
febrero (verano), ademas de realizar una emision menos intensa en julio (invierno) (Brown, op. cit.).
En la especie F. cumingi de caleta Punta Coloso, el mismo autor describe emisién de gametos en
mayo, julio (la mas intensa), septiembre, noviembre y enero. En la poblacion de Los Vilos, F.
cumingi repite este patrén en septiembre y enero-marzo con un ciclo de menor intensidad y
evacuaciones gonadales en mayo y julio (invierno) (Brown, op. cit.). Poblaciones de F. pulchra del
norte del pais también presentan dos periodos reproductivos méximos que culminan con la
regresion gonadal en diciembre-febrero y mayo-junio (Bretos & Chihuailaf, 1993). Una poblacion de
F. limbata de la IV Region experimenta tres evacuaciones (enero, junio y octubre), posiblemente
explicadas por causas derivadas de fenémenos de surgencia producidos en la costa de Fray Jorge

(Zufiiga, 1991).

1 Osorio, C. ; 8. Avilés & P. Figueroa . 1985. “Efecto del Nifio sobre la reproduccion de Fissurella maxima (Mollusca:
Gastropoda) en Los Vilos (1983 — 1984). Quintas Jomadas de Ciencias del Mar, Coquimbo, Chile. Pagina 42.
Resumen.
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Por su parte, en el norte de Chile existen trabajos que describen diferencias entre los ciclos
reproductivos de las poblaciones de F. maxima de Los Vilos (Osorio et al., 1985, Osorio, 19862) e
lquique (Herrera, 19833 Pavez & Arias, 1992¢) y donde ademas se encuentran variaciones
sustanciales en los ciclos descritos s6lo en esta Ultima localidad (Tabla 1). Complementando la
idea, Brown et al. (1997) y Collado (1998) encontraron diferencias en los periodos de evacuacion
gonadal en dos poblaciones de F. cumingi'y F. latimarginata pertenecientes a distintas latitudes. Es
necesario sefialar que ambos autores frabajaron con las mismas muestras histolégicas usadas en
este trabajo de tesis y determinaron el ciclo reproductivo segun el método histologico que asigna
uno de cinco estados histologicos al tejido gonadal. Con respecto a la determinacion del ciclo
reproductivo de la poblacion de F. latimarginata de Punta Coloso, los tres trabajos coincidieron en
que la evacuacion gonadal se producia en noviembre y enero. El presente trabajo sefialo ademas
que en marzo se produjo evacuacion gonadal, caso que los ofros dos estudios no describen,
también indica que se produjo evacuacion en julio, situacion solamente descrita por el frabajo de
Brown et al. (1997). Por su parte Collado (1998) indica que se presentd una emision de gametos en
febrero, la cual no describe Brown et al. (op. cif) ni este estudio. En la determinacion del ciclo
reproductivo de la poblacion de F. latimarginata de Los Vilos, los tres trabajos coincidieron en que

se produjo evacuacion gonadal en julio; Brown etal. (opcit) y este estudio indicaron que se

1 Osorio, C. ; S. Avilés & P. Figueroa . 1985. “Efecto del Nifio sobre la reproduccion de Fissurella maxima (Mollusca:
Gastropoda) en Los Vilos (1983 — 1984). Quintas Jomadas de Ciencias del Mar, Coquimbo, Chile. Pagina 42.
Resumen.

2 Osorio, C. 1986. Estudios biologicos en Fissurella maxima Sowerby 1835 en Chile. X Congreso Latinoamericano de
Zoologia, Vifia del Mar, Chile. Pagina 498. Resumen.

3 Herera, G. 1983. Analisis estacional del ciclo sexual en ovario de Fissurella maxima (Sowerby, 1835).
Archaeogastpoda: Fissurellidag) en el Norte de Chile. Archivos de Biologia y Medicina Experimentales. Vol. 16 (2).
Pagina 160. Resumen.

4 Pavez , M. & T. Arias. 1992. Ciclo estacional de Fissurella maxima (Sowerby , 1835) (Archaeogastropoda:
Fissurellidae) en la zona de lquique-Chile. Sociedad Chilena de Reproduccion y Desarrollo. V Reunion Anual,
Pichidangui, Chile. Pagina 13. Resumen.
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presento evacuacion gonadal en marzo; y Brown et al. (op. cif) y Collado (1998) en agosto . En
este trabajo ademas se describié que en enero se habria producido evacuacion gonadal, lo cual
ninguno de los dos anteriores estudios sefiala y en relacion a los machos, estos presentarian
evacuacion gonadal en agosto. En resumen, la determinacién cuantitativa de los ciclos
reproductivos de la poblacion de Punta Coloso coincidi6 totalmente con la establecida por el método
histoldgico (noviembre, enero, marzo y julio); esto no ocurrié en la poblacion de Los Vilos ya que no
se indicd evacuacion gonadal en agosto, aunque si se describid mediante el método histologico
utilizado. A pesar de todos estos estudios que muestran como existen diferencias latitudinales en los
cilos reproductivos de los fisurélidos, se debe mencionar que hay otros frabajos cientificos que al
situarse en un nivel microgeografico muestran evidencias de que también se producen variaciones
en el desarrollo gametogénico, como en algunos bivalvos (Newell et al., 1982; Borrero, 1987;
Brousseau, 1987) y acméidos (Segal, 1956; Sutherland, 1970). En estos Ultimos, se vi6 que la
condicién reproductiva de poblaciones litorales separadas batimétricamente (por pocos metros)
vari6 en el tiempo, a lo cual se impusieron causas debidas a la disponibilidad de alimento y al grado
diferencial de desecacion asociado al factor temperatura.

Destacando algunas generalidades de las caracteristicas de las poblaciones de fisurélidos
chilenos estudiadas, se tiene que los ciclos reproductivos con evacuaciones en primavera, verano e
invierno son caracteristicos de las especies de fisurélidos pertenecientes al grupo de F. maxima,
una de las tres distinciones que establece McLean (1984) para la familia Fissurellinae, conformado
por F. maxima, F, nigra, F. picta, F. cumingi y F. latimarginata. Ademas, la anterior discusion

sobre la temporalidad de los sucesos reproductivos de poblaciones provenientes de distintas
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latitudes, vienen a confirmar que la reproduccion en los moluscos arqueogastropodos se encuentra
fuertemente ligada a factores exdgenos como los moldeadores del ciclo reproductivo.

Tomando en cuenta esta premisa surgen hipétesis alternativas factibles de ser probadas a
futuro en relacion con la accion de los factores exdgenos temperatura y alimentacion sobre los
ciclos reproductivos de las poblaciones de fisurélidos, especificamente sobre la cinética de la linea
germinal.

En el mismo sentido Shepherd & Laws (1974) mencionan que las caracteristicas
ambientales exclusivas del habitat de las poblaciones de Haliotis ruber, H laevigata y H.
cyclobates determinaron el comportamiento reproductivo de las mismas, indicando la importancia
de los factores temperatura y alimentacion en el desarrollo del ciclo sexual. Lo mismo sucedié con el
poliplacoforo Katharina tunicata en el cual la reciprocidad del ciclo de la glandula digestiva, con
respecto al de la gonada, determind a la primera como érgano de reserva nufriiva para la
produccion de gametos (Lawrence et al, 1965). Un claro ejemplo de la incidencia del factor
alimentacion sobre la determinacion de un ciclo reproductivo se presenta en el bivalvo de
profundidad Calypfogena kilmeri, en el cual la disponibilidad del material particulado establece que
el ciclo reproductivo sea de caracter estacional (Lisin et al., 1997). Otra evidencia de la accion de la
alimentacion sobre los procesos gametogénicos se ve reflejada en el estudio de una poblacion de F.
latimarginata en la Il Region (caleta Errazuriz), en el cual Arroyo et al. (1991) concluyeron que una
dieta monoespecifica de la rodéfita Chondrus canaliculatus producia un aumento en el peso de la
gonada traducido en un mayor valor de IGS al ser comparada con otras dietas algales. Si tomamos
en cuenta que los fisurélidos se comportan como generalistas troficos herbivoros (Franz, 1990) y

que en este caso se describid la preferencia por un tipo de alga y por ende por su valor caldrico y
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grado de asimilacion, entonces la calidad del alimento redundaria en la capacidad de sobrevivencia,
crecimiento y reproduccion.

La accion de la temperatura como modelador del ciclo reproductivo de una poblacion se ha
registrado en el estudio de fres especies de fisurélidos chilenos (F. cumingi, F. latimarginata y F.
maxima) que coexisten en un area reducida de la localidad de Quintay (V Region). Estas tres
especies aparentemente experimentaron al mismo tiempo la mayor evacuacion de gametos en
junio de 1997, como consecuencia de la accion del fenémemo El Nifio. La accion de la temperatura
como factor exdgeno, actuando sobre la madurez de las gonadas de fisurélidos, se percibi6 al
constatar la gran cantidad de grados celsius acumulados entre una emision gamética y el momento

en que las poblaciones alcanzaron la madurez méxima (1200 °C - dias) (Bonati et al. , 19993 ).

10sorio, C. 1986. Estudios biologicos en Fissurella maxima Sowerby 1835 en Chile. X Congreso Latinoamericano de
Zoologia, Vifia del Mar, Chile. Pagina 498. Resumen.

2 0sorio, C. ; S. Avilés & P. Figueroa . 1985. “Efecto del Nifio sobre la reproduccion de Fissurella maxima (Mollusca:
Gastropoda) en Los Vilos (1983 - 1984). Quintas Jomadas de Ciencias del Mar, Coquimbo, Chile. Pégina 42.
Resumen.

3 Bonati, P.; Vega, G.; Figueroa, M. & H. Perez. 1999. Andlisis del ciclo reproductivo de Fissurella spp. en Quintay (V
region), y su potencial aplicacion en acuicultura. XIX Congreso de Ciencias del Mar, Antofagasta, Chile. Pagina 74.
Resumen.
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CONCLUSIONES

1 El patron del ciclo reproductivo cualitativo est4 expresado en la cinética de la linea germinal
determinada mediante el andlisis cuantitativo.

2 El andlisis histologico cuantitativo de la linea germinal masculina y femenina establece que
la poblacion de Fissurella latimarginata de la localidad de Punta Coloso presenta un ciclo
reproductivo continuo asincrénico sin un periodo de reposo gonadal y con dos periodos
reproductivos (agosto-marzo y abril-julio). El primer periodo presenta una principal evacuacion
gonadal en noviembre y ofra de menor intensidad en enero y marzo. El segundo presenta una
evacuacion gonadal en julio.

3 La poblacion de Los Vilos presenta un ciclo reproductivo continuo asincrénico sin periodo de
reposo gonadal y con dos periodos reproductivos (agosto-marzo y abril-julio). La principal
evacuacion gonadal se produce en julio, ocurriendo ofras de menor intensidad en enero y marzo.

4 En ambas poblaciones existen diferencias temporales significativas en la altura de la linea
germinal masculina (LGT y LGA) .

5 Las diferencias espaciales significativas de la linea germinal masculina se deben a la menor
altura de LGT que presenta la poblacién de Punta Coloso con respecto a Los Vilos. La LGA no

presentd variaciones espaciales.

6 El estadistico G indico que existen variaciones en el desarrollo de la linea germinal
masculina y femenina a través del tiempo.

7 Los residuos estandarizados explicaron la dindmica de la linea germinal masculina y
femenina y permitieron establecer que el ciclo reproductivo es continuo.
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8 Los OPV y OVL no presentaron diferencias espaciales significativas, en cambio si los OVA
debido posiblemente a diferencias en el nimero de células por area. Por lo tanto, el recuento de
OVA debe ser perfeccionado en el futuro como consecuencia de su baja representacion en los

conteos mensuales.

9 Se recomienda la incorporacion sistematica del andlisis cuantitativo en los estudios de

caracter reproductivo.

10  La accion de la temperatura y de la alimentacion sobre los ciclos reproductivos de los
fisurélidos chilenos, especificamente en la cinética de la gametogénesis, constituyen nuevas

hipdtesis de trabajo factibles de probar en posteriores estudios.
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ABREVIATURAS

D1 Estado cualitativo de madurez inicial de la génada

D2 Estado cualitativo de madurez avanzada de la gonada

D3 : Estado cualitativo de madurez total de la gonada

G : Estadistico G (distribuido %?) calculado mediante la tabla de contingenciaRX C y

usado para determinar el grado de desarrolo gonadal en la actividad reproductiva
anual de machos y hembras.

IGS [ndice Gonadosomatico

Peso hiimedo de la gonada
IGS = X 100

Peso htimedo total de las partes blandas

MSD :  Minima diferencia significativa entre los promedios mensuales de la altura de la linea
germinal y del nimero de ovocitos.

OPV : Ovocitos previtelogénicos

OVA Ovocitos vitelogénicos aheridos

OovL Ovocitos vitelogénicos libres

R1 : Estado cualitativo de evacuacion parcial de la gonada

R2 Estado cualitativo de evacuacion total de la gonada

i Prueba T" (a posteriori) usada para probar diferencias entre los promedios

mensuales de la linea germinal de machos y hembras.
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TABLA 2. Distribucion mensual de la frecuencia (%) de estados gonadales en Fissurella
latimarginata . Punta Coloso. Machos.

ESTADOS GONADALES
MES D1 D2 D3 R1 R2 TOTAL
f % f % f % f % f % N

A 0 00| 2 |200| 4 |400| 2 [200] 2 [200] 10
S o |oof o |o00f 9 |692] 4 [308| 0 | 00| 13
0 0 ool 6 300 6 [260] 9 j40] 0 | 60§ 2
N e 3 |214] 0 0.0 1 71 9 | 643 | 14
D 0 | 00 1 50 | 19 | 950 O 00 0 | 00 ] 20
E 1 59| 2 18] 4 [|286] 6 [363) 4 [ 8BS} I
F 5 {250 7 [30]| 6 [300] 1 5.0 1 50 | 20
M 180818l 63| 0 0.0 1 6.3 1 63 | 16
A o [eol 2 [125] 4 [ 250) 9 (63} 1 63 | 16
M o looh @ Foeo| 6 |35} 8 [500) 2 j125] 18
J 0o oo o [o00]| 13 |765] 4 | 235 0 | 00 | 17
J 6| R 4290 741 0 0.0 2 | 143 5 | 367 14

TOTAL| 26 25 70 47 25 193

TABLA 3. Distribucion mensual de la frecuencia (%) de estados gonadales en Fissurella
latimarginata . Punta Coloso. Hembras.

ESTADOS GONADALES
MES D1 D2 D3 R1 R2 TOTAL
f % f % f % f % f % N
A 1 | 45| 6 | 273| 14 | 636 1 A5 0} 00 22
S o I"eg 2.1 118) 15 [ 882] O 00 0 | 00 [ 17
0 e e e o 00| 0 |00 ] 9
N 0 |00 | 9 |53 1 63| 3 | 188| 3 | 188 16
D g (el j00] 9 |1000] 0 e | e
E 0o lool o [ep}] 7 |583| 6 j#47} 0 J 00 ] 12
E g | o0 0 ool s |49 8 [5i1] 6 100 ¥4
M SRR an 7 AN S| 7.1 0 00| 0 |00 [ 14
A 9 e 771 4 |8] 5 j35] @ |00} 13
M 3 | 214] 1 G 6 |429] 4 |286] 0 | 00 | 14
J 0 00| O |00] 12 |923| 1 T e
J 3 |188| 10 [625] O 00| 3 [188| 0 | 00| 16
TOTAL| 16 38 82 30 3 169
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TABLA 4. Distribucion mensual de la frecuencia (%) de estados gonadales en Fissurella

latimarginata . Punta Coloso. Total poblacional.

ESTADOS  GONADALES
MES D1 D2 D3 R1 R2 TOTAL
f % f % f % f % f % N
A 1 81 8 | 20| 18 | 563 | 3 9.4 2 62 | 32
S 0 0.0 2 67 | 24 | 80| 4 133 0 00 | 30
0 1 35 i 241 12 | 414 9 310] O 00 | 29
N 1 33 12 | 40.0 1 33 4 134 12 | 400 | 30
D 0 0.0 1 35 28 | 96.5 0 0.0 0 00| 29
E 1 35 2 6.9 11 | 379 11 | 379 4 138 | 29
E S A T 206 | 12 | 353 9 26.5 1 29 | 34
M 18 | 60.1 9 30.0 1 33 1 3.8 1 33 I 30
A 3 10.3 3 10.3 8 276 | 14 | 483 1 35 | 29
M 3 | 100 1 83 12 | 400 | 12 | 400 2 6.7 | 30
J 0 0.0 0 00| 25 | 83| 5 167 0 00 | 30
J 9 300 | 11 | 366 0 0.0 5 16.7 5 16.7 | 30
TOTAL| 42 63 152 7 28 362




TABLA &. Distribucion mensual de la frecuencia (%) de estados gonadales en Fissurella
latimarginata . Los Vilos. Machos.

ESTADOS GONADALES
MES D1 D2 D3 R1 R2 TOTAL

f % f % f % f % f % N

A 3 17.6 3 17.6 ) 29.4 2 11.8 4 235 | 17
S 1 59 1 59 5 29.4 9 529 1 59 17
0 1 6.3 1 6.3 8 50.0 5 31.3 1 6.3 16
N 0 0.0 1 59 11 |647 | 4 | 85| 1 595117

D 0 0.0 1 1/ 3 23.1 9 69.2 0 0.0 13
E 0 0.0 0 0.0 0 0.0 8 80.0 2 200 | 10

F 2 11.8 1 59 11 | 64.7 2 11.8 1 59 17
M 3 273 3 273 O 0.0 2 18.2 3 273 | 11
A 2 |18 5 | 204 8 | 471 2 18] 0 00 | 17
M 0 0.0 0 0.0 15 | 882 1 59 1 59 17
J 0 0.0 0 0.0 14 | 933 1 6.7 0 0.0 15

J 1 9.1 2 18.2 6 54.5 0 0.0 2 182 | 11
TOTAL| 13 18 86 45 16 178

TABLA 6. Distribucion mensual de la frecuencia (%) de estados gonadales en Fissurella
latimarginata . Los Vilos. Hembras.

ESTADOS  GONADALES
MES D1 D2 D3 R1 R2 TOTAL
f % f % f % f % f % N
A 0 0.0 2 | 200 6 60.0 2 20| 0 0.0 10
S 1 il 0 0.0 i 53.8 4 30.8 1 77 ] 13
0 1 9.1 1 9.1 7 63.6 2 182 0 00 | 11
N 1 6.7 0 0.0 9 60.0 4 26.7 1 6715
D 1 50 3 150 [ 13 | 65.0 d 150 0 00| 20
E 2 10.0 0 0.0 14 | 70.0 3 15.0 1 50 | 20
E 1 6.3 & S 56.3 1 6.3 0 00 | 16
M 4 | 211 13 | 684] O 0.0 2 105 0 00 | 19
A 2 258183 188 | 11 | 688 0 0.0 0 00 | 16
M 1 Ui 0 00 ] 12 | 923| 0 0.0 0 00 | 13
J 1 6.7 1 6.7 10 | 66.7 3 [20] 0 00 | 15
J s Tiisk 4 1 285] 7 1412] &8 [ wwe] 0 |00} W
TOTAL| 18 32 105 27 3 185
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TABLA 7. Distribucion mensual de la frecuencia (%) de estados gonadales en Fissurella
latimarginata . Los Vilos. Total poblacional.

ESTADOS GONADALES
MES D1 D2 D3 R1 R2 TOTAL

f % f % f % f % f % N

A 3 |MA| 5 | 186 11 | 407 | 4 | 148 | 4 | 148 27
S 2 | 67 1 [ 33 ] 12 | 400] 13 | 433] 2 | 67 | 30
0 20 |TAT|RN2 | 4| 16 1155561 | R 7| N20.98] 37 | 21
N 1 | 34 1 S0 20 ] 1162:6 1| S N|N25. 08| 28]116.30 | 1182
D 1 |1 30| 4 [121] 16 | 485 | 12 | 364 | 0 [ 00 | 33
E 2 |67 0 (00| 14 [466] 11 | 367 3 |100] 30
F 3 | &l 6 |182| 20 | 606 | 3 | 9.1 1 30 | 33
M N R23 31 o mIn50A4NI 0 0.0 4 1133 3 [100] 30
A 4 (121 8 |242] 19 | 576 2 | 6.1 0 | 00| 33
M S OO OR 2y N RS0 33 33080
J 1 | 33 1 [ 33| 24 {801| 4 |133] 0 [ 00} 30

J 4 | 143 6 | 214 13 | 465| 3 | 107} 2 | 71 | 28
TOTAL| 31 50 191 72 19 363
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TABLA 8. Resultados del indice gonadosomatico (IGS) en Fissurella latimarginata . Punta Coloso.
Machos, hembras y total poblacional por mes.

MES MACHOS HEMBRAS TOTAL
Promedio D.E. Promedio DE. Promedio D.E.
A 10.5 6.5 6.6 2.1 78 45
S 145 2.3 14.6 3.0 14.6 35
0 10.6 2.7 8.8 39 9.7 36
N 9.7 34 6.3 &1 79 31
D 21.0 49 20.3 42 20.2 6.3
E 9.8 46 12.2 5.0 10.8 52
F 14.9 5.0 14.5 6.7 14.8 55
M 9.6 1.5 5.2 1.8 76 28
A 6.6 3.7 59 36 6.1 39
M 46 1.9 33 1.5 40 213
J 5.5 1.9 5.6 1.7 56 19
J 5.3 2.0 3.1 09 42 14

TABLA 9. Resultados del indice gonadosomatico (IGS) en Fissurella latimarginata . Los Vilos.
Machos, hembras y total poblacional por mes.

MACHOS HEMBRAS TOTAL
e Promedio DE. Promedio D.E. Promedio DE.
A 8.0 5.8 74 85 1.7 8.2
S 6.7 47 7.0 36 6.9 39
0 9.4 6.2 6.5 40 94 40
N 9.7 50 12.8 6.6 112 6.5
D 74 32 56 7 6.3 2.1
E 9.2 3l 6.5 23 74 24
F 7.8 28 74 21 76 21
M 47 3.0 33 1.2 39 43
A 9.6 6.8 9.3 6.4 94 52
M 10.0 6.6 9.0 5.0 9.6 81
J 1.0 44 85 49 8.1 59
J 47 31 6.1 39 54 34
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TABLA 10. Resultados del an4lisis de varianza (ANDEVA, p = 0.05) de una via, para el indice
gonadosomatico (IGS), por localidad, sexo y mes.

Origen de la| Grados de Valor critico | Diferencia
F Probabilidad
variacion libertad deF significativa

Sexo 1 062 | 0420 4.300 NO

Antofagasta
Mes 1 14,01| 0.000 2.720 Si

Sexo 1 035 | 0.560 4,300 NO

Los Vilos
Mes 11 578 | 0.003 2.720 Sl

Machos | Localidad 1 246 | 0.131 4,300 NO

Hembras | Localidad 1 0.70 | 0.410 4,300 NO
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TABLA 11. Resultados de las mediciones mensuales de la altura de la linea germinal en machos
de Fissurella latimarginata . Punta Coloso. LGT: Linea germinal temprana; LGA: Linea

germinal avanzada.

LINEA GERMINAL
MES LGT LGA

PROMEDIO D.E. PROMEDIO D.E.
A 41,9 12,7 34,6 1,4
S 46,4 22 478 6,6
0 61,2 (15:5 44,7 134
N 88,5 10,7 273 3,1
D 55,0 57 88,2 17,0
E 81,1 9,0 44,0 13,3
F 64,3 17,1 47,4 26,2
M 76,2 8,7 274 8,0
A 62,5 16,4 41,5 16,0
M 61,0 14,8 33,6 8,1
J 52,4 12,8 64,7 12,7
J 57,0 9,0 32,2 12,0

TABLA 12. Resultados de las mediciones mensuales de la altura de la linea germinal en machos
de Fissurella latimarginata . Los Vilos . LGT : Linea germinal temprana ; LGA : Linea

germinal avanzada.

LINEA GERMINAL
MES LGT LGA

PROMEDIO] DE. |[PROMEDIO] DE.
A 743 16,6 457 259
S 760 17 453 26,3
0 62,1 187 51,8 23
N 47,0 109 56,8 132
D 707 11,4 347 9.4
E 81,4 73 26,5 45
F 702 9.4 487 185
M 748 123 23,1 69
A 55,3 12,1 39,4 174
M 50,5 20,0 85,0 233
J 46,8 88 99,0 169
J 82,3 219 453 198
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TABLA 13. Resultados del andlisis de varianza de una via (ANDEVA, p = 0.05), para mediciones
de la altura de la linea germinal en machos, por mes, localidad y tipo celular.

Origen de la | Grados de Valor critico | Diferencia
F Probabilidad
variacion libertad deF significativa
Mes 11 13.90| 0.000 2.820 si
LGT
Localidad 1 11.54| 0.006 4.840 Si
Mes 11 10.26| 0.000 2.820 S|
LGA
Localidad 1 212 0.180 4,840 NO
Antofagasta| LG 1 7.80 | 0.010 4,300 sl
LosVilos | LG 1 460 | 0.043 4.300 Si
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TABLA 14. Resultados de la comparacion de promedios mensuales de la altura de lalinea germinal temprana
(LGT), segiin el método T' de Spjotvoll & Stoline. Punta Coloso. Machos. El sombreado indica las
diferencias significativas entre los meses.

A|S|{O|N|D|E|[F|[M|A|M]J]|J

0,999]0,01310,0000,344|0,00010,000{0,000{0,005]0,015{0,882) 0,140
0,999 0,0600,000]0,776{0,000{0,002{0,000}0,023|0,068)0,999| 0,449
0,013/0,060 0,000{0,920/0,000]0,989]0,015] 1,000} 1,000]0,280] 0,999
0,000}0,000{0,000 0,000{0,814]0,000{0,328/0,0000,000{0,000} 0,000
0,34410,776]0,920{0,000 0,000{0,2080,000{0,845{0,957{0,996 1,000
0,000/0,000{0,000{0,814{0,000 0,021/1,000{0,003}0,000{0,000} 0,000
0,000{0,002]0,989{0,00010,208)0,021 0,304/1,000{0,993]0,010] 0,740
0,000{0,000/0,015)0,328]0,000{1,000{0,304 0,044{0,013{0,000] 0,001
0,005{0,0231,000/0,000{0,845{0,003 1,000{0,044 1,000]0,198] 0,989
0,015/0,068|1,000/0,000{0,957|0,000{0,993]0,013{1,000 0,355 0,999
0,882|0,999]0,280/0,000{0,996{0,000{0,010{0,000{0,198/0,355 0,852
0,140{0,449(0,999]0,000{ 1,000{0,000]0,740]0,001]0,989/0,999{0,952

|l || |E|mm|o|=Z|O0|wn|>

TABLA 15. Resultados de la comparacion de promedios mensuales de la altura de lalinea germinal avanzade
(LGA), seguin el método T de Spjotvoll & Stoline. Punta Coloso. Machos. El sombreado indica las
diferencias significativas entre los meses.

A [ s o NSl DRI EC I E ST ML AL S

0,652{0,916)0,992{0,000/0,980| 0,674]0,971|0,995 1,000{0,000} 1,000
0,652 1,000{0,01310,000{0,999| 1,000{0,005)0,994|0,350| 0,106} 0,203
0,916{1,000 0,076/0,000{1,000] 1,000/0,016| 1,000{0,585|0,003{ 0,485
0,992/0,013{0,076 0,000{0,180[0,015{1,000|0,302]0,990}0,000} 0,999
0,000{0,000/0,000{0,000 0,000{0,000{0,000{0,000{0,000}0,000} 0,000
0,980{0,999{1,000(0,180{0,000 0,998/0,052| 1,000{0,824/0,001{ 0,728
0,674|1,000{1,000}0,015{0,000{0,998 0,002]0,992(0,2180,025 0,173
0,971/0,005/0,016] 1,000}0,000{0,052{0,002 0,109]0,935|0,000{ 0,990
0,995(0,9941,000]0,302/0,000 1,000{0,992(0,109 0,947/0,001{ 0,868
1,000]0,350]0,585/0,990]0,000{0,824| 0,218(0,935(0,947 0,000] 1,000
0,000{0,106/0,0030,000{0,0000,001}0,025/0,0000,001|0,000 0,000
1,000{0,203|0,485(0,999}0,000{0,7280,173|0,990{0,868| 1,000{0,000

cle|z|>»|=|m|m|lo|=|o|ln|>
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TABLA16.  Rangos de talla (%) de la altura de la linea germinal temprana (LGT), por mes.

Punta Coloso. Machos. G = 29,1.

MES 0-30 um | 30-45um | 45-60 um | 60-75pum | >75um | TOTAL
o B A R R e e I 0 L

A 11053| 6 |321| 3 |160f 0 | O | O | O | 10| 53
S 0 (o000 5 [267| 8 [428] 0 | O [ O | O | 13|70
0 0 (000] 3 [160] 6 [321| 8 [428] 3 |160] 20 | 10,7
N 0 (ool o[ 0] O] O 2 |107] 12 |642] 14|75
D 0 o000 1 [053| 14 |749| 3 |160] O [ 00| 18 [ 96
E 0 focol o 0] 0] 0] 56 [267] 12 |642] 17 | 91
F 0 [ooof 2 [107] 5 |267] 6 |321] 6 |321] 19 | 102
M 0 [ooof o [ 0| 0 |o00Of 8 |428] 6 [321| 14|75
A 0 [ooo| 2 [107] 6 |321] 7 |374] O [000f 15| 80
M 1 (053] 1 {053 4 |214] 9 |481] 1 [053] 16 | 86
J 0 |oo00| 4 [214] 11 [588] 2 [107] O [ O | 17 | 91
J 0 [o00] 2 [107] 5 |267] 7 374 O | O | 1475
ToTAL| 2 [1,07] 26 [1390] 62 [33,16] 57 |30,48] 40 121,39 187 | 100

TABLA17. Rangos de talla (f%) de la altura de lalinea germinal avanzada (LGA), por mes.
Punta Coloso. Machos. G= 29,1.

MES 0-15pum | 15-30 pm | 30-45pm | 45-60 ym >60pm | TOTAL
E t %t T el Bt %|INI%
A 0 [o00| 3 |160] 5 [267] 2 1 0 0| 10] 54
S 0 | 0.]-0-|000. 44234 8 |4 |1 1 [ 13(70
0 0ol o 2 [107] 11]588] 2 [107] 5 |267| 20 10,7
N o e G 0 |000| 0 |000| 13|70
D 0l o] o [oo0| 0o {000] O |000]| 18 | 96 18 | 96
E 0. | S0 2] 8 | 4|5 l267] 2 |1.0¢] 17 | 91
F 0] o/l 9 [481] 1 |o53] 3 [160] 6 |32 19 | 10,2
M olo|w]7]2[107] 0 |000f O |00 15| 80
A 0 [0 l@ [160]'6 |321] 4 1214} 2 1,07| 15| 80
M 0 [000| 5 [267] 10 |535] 1 [053] O 000| 16 | 86
J 0] o/ 1 o053 o ooo| 4 [214]12] 6 17 | 91
J o | o 7 |374] 5 [267] 1 |053] 1 1 | 14175
TOTAL| 0 [000| 56 |29,95| 54 [28,88] 30 16,04| 47 [25,13] 187 | 100




TABLA 18. Residuos estandarizados de los rangos de talla de la altura de la linea germinal
temprana (LGT). Punta Coloso. Machos.

MES | 0-30 (um) | 30-45(um) | 45-60 (um) | 60-75 (um) [ >75 (um)
A 0,78 5,66 0,85 -2,70 -2,84
S 0,92 3,70 4,39 -3,13 -3,29
0 -1,19 0,75 1,29 1,19 -2,30
N -0,96 -1,49 -2,34 -1,76 5,61
D -1,12 0,83 745 -1,75 -4,00
E -1,08 -1,67 -2,62 -0,18 450
F -1,16 -0,02 0,75 0,09 -0,13
M -0,96 -1,49 2,34 2,77 1,08
A -1,00 0,39 2,25 1,74 -3,58
M 0,25 -0,67 0,51 2,90 -3,01
J -1,08 2,01 5,54 -2,27 -3,86
J -0,96 0,50 1,68 2,02 -344

TABLA 19. Residuos estandarizados de los rangos de talla de la altura de lalinea germinal
avanzada (LGA). Punta Coloso. Machos.

MES | 0-15 (um) | 15- 30 (1m) | 30 - 45 (jum) | 45 - 60 (um) | > 60 (um)
Al -069 0,47 2,93 0,14 -2.93
s | -080 -2,57 1,28 477 -2,63
o -1,04 -1,98 512 423 41,14
N | -080 6,22 -0,41 -2,06 341
D | -097 -3,12 -2,55 2,49 8,13
E| -094 1,58 3,60 141 -2,60
F| -1,0 2,95 -1,91 -0,38 0,27
M| -087 7,00 -0,69 22,24 2370
A| 087 -0,53 2,50 0,98 -2.24
M| 091 0,77 5,39 1,54 -3,85
J | 094 -2,29 -2,46 0,65 437
J| 084 2,74 1,91 1 -2,80
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TABLA 20. Resultados de la comparacion de promedios mensuales de la altura de la linea germinal temprana
(LGT), segtin el método T" de Spjotvoll & Stoline. Los Vilos . Machos. El sombreado indica las
diferencias significativas entre los meses.

A s ol NiCoRRE AT Ty Y

1,000{0,021{0,000{0,922|1,000{0,786/1,000{0,000{0,000|0,000| 1,000
1,000 0,138(0,000/0,998{0,999]0,9841,000{0,001}0,000{0,000| 0,995
0,021(0,138 0,070{0,9000,065(0,877/0,728[0,859/0,3980,086| 0,023
0,000{0,000{0,070 0,000{0,000{0,000{0,001|0,8251,000 1,000 0,000
0,922{0,998(0,900{0,000 0,842[1,000{1,000]0,137{0,008|0,000{ 0,688
1,000{0,999{0,065(0,000{0,842 0,789|0,9860,001{0,000{0,000 1,000
0,786(0,984{0,877|0,000]1,000{0,789 1,000{0,061/0,001{0,000| 0,617
1,000{1,000{0,7280,001{1,000{0,9861,000 0,088{0,006{0,000| 0,965
0,000{0,001{0,959]0,8250,137{0,001/0,061|0,088 0,997{0,866{ 0,000
0,000{0,000/0,398|1,000/0,0080,000{0,001{0,006{0,997 1,000} 0,000
0,000{0,000]0,086/1,000{0,000{0,000{0,000{0,000{0,866| 1,000 0,000
1,000{0,995[0,023{0,000{0,6881,000{0,617{0,9650,000{0,000{0,000

|l |S|lrp|IE|lmMmm|o|=2|0C|lw|>

TABLA 21. Resultados de la comparacion de promedios mensuales de la altura de lalinea germinal avanzade
(LGA), segin el método T* de Spjotvoll & Stoline. Los Vilos . Machos. El sombreado indica las
diferencias significativas entre los meses.

A|S|O|]N|D|E|F|M|A|M]|J|J

1,000/1,000{0,973)0,863)0,366| 1,000{0,135|0,988]0,000{0,000| 1,000
1,000 0,998/0,851(0,9630,557|1,000]0,253)0,999]0,000{0,000{ 1,000
1,000/0,998 1,000(0,4970,1241,000{0,032]0,79910,000{0,000{ 1,000
0,973]0,851{1,000 0,132{0,022|0,988|0,004]0,258{0,001}0,000] 0,365
0,863{0,963|0,49710,132 0,998/0,784]0,961(1,000{0,000{0,000{ 0,980
0,36610,5570,124]0,0220,998 0,286|1,000{0,9410,000{0,000{ 0,554
1,000{1,000{1,0000,9880,784{0,286 0,095/0,960{0,000{0,000] 1,000
0,135]0,253/0,032{0,004]0,961{1,000/0,095 0,722/0,000{0,000{ 0,251
0,988/0,999/0,799(0,258|1,000]0,94110,960{0,722 0,000{0,000] 1,000
0,000{0,000{0,000{0,001}0,000{0,000{0,000{0,000{0,000 0,705| 0,000 .
0,000{0,000{0,00010,000{0,000{0,000{0,000{0,000{0,000{0,705 0,000
1,000{1,000]1,000{0,965(0,980]0,554 1,000{0,251| 1,000{0,000{0,000

|l ||l |IEBlmm|o|={O0|xw|>




TABLA22. Rangos de talla (f%) de la altura de la linea germinal temprana (LGT), por mes.
Los Vilos. Machos. G= 10.

MES 0-30 ym | 30-45um | 45-60 pm | 60-75um | >75um | TOTAL
fl%| f|%)| f|%| f]|%| f|%]| N|%

A 1 105 0 [000] O [000f 5 | 3 | 11| 6 | 17 | 96

S 0| O] 0 000f 1 ]|05| 7 | 4] 9|5 | 17]96

0 0| 1 1 1056| 6 |337| 4 |225| 4 [225| 17 | 96

N 2[0S OB =58 18 6 R S 2R 1200|000 |75 "9 .6

D 0| 0| 0 (000f 2 [112) 6 |337| &5 |28 13|73

E ofofO0]O0] 0] 0] 2 |112] 8 [449] 10 | 56

F 0O 0] 0 |000f 2 |112| 10 |562| & [281| 17 | 96

M ofo0o| 0| 0] 1]05]| 3 [169] 7 [393] 11|62

A 1 11 2 |112| 6 |337| 7 [393] 0 |000(| 16 | 9,0

M 5 1281 1 (056 4 [225| 6 |337| 1 [056] 17 | 96

J 0| 0| 5 [281] 9 [506] 1 |05 ]| 0 | O | 15| 84

J 0| 0| 1]05]| 0 ]000| 2 [112] 8 | 4 | 11| 62

TOTAL| 9 |506] 19 [10,67| 37 [20,79| 55 |30,90| 58 |32,58| 178 | 100

TABLA23.  Rangos de talla (f%) de la altura de la linea germinal avanzada (LGA), por mes.
Los Vilos. M/achos. G=10.

VES 0-15um | 15-30 um | 30-45pm | 45-60 um | >60 pym TOTAL

£ 1% IO IR e | % MRS NP %
A 1 1 6 [337| 4 |225| 1 |056| 5 | 3 | 17 |95
S 1 1 5| 3| 4 225 3 |169| 5 |281| 18 1011
0 1 1 2 (112] 2 |112] 2 |1,12] 7 |390| 14 [7,83
N oL oneRlood i _N0.561 A1 L 16,18 B LS W 955
D 0| 0| 5| 3|6 3182 1 0 |000| 13 |7,30
E 0| o 8 [449| 2 [112] 0 |000[ 0 {000] 10 |562
F 1 1 9 1421 4 [225176 |337] 4 [229] 47 1959
M 1 1 9 [506] 1 |05 0 | 0| 0] 0| 11/618
A 1 1 5 |281| 4 |225] 7 [393] 1 |056| 18 {10,11
M o[ o] 1 ]os| 1 [os| 0 |oo0f 15| 8 | 17 |954
J 00| 0000 O 0 0 [o00| 15 |843| 15 |843
J 1 1 1 |ose| 5 [281| 1 |o56] 3 |1.68] 11617
TOTAL| 7 | 4 | 44 [2472| 34 |19,10] 33 |1854| 60 |33,71] 178 | 100




TABLA 24. Residuos estandarizados de los rangos de talla de la altura de la linea germinal
temprana (LGT). Los Vilos. Machos.

MES * | 0-30(um) | 30-45(um) | 45-60 (um) | 60-75(um) | >75 (um)
A 0,18 -1,67 -2,62 0,18 3,80
S -1,08 -1,67 -1,88 132 241
0 143 -0,75 1,83 -0,87 -1,07
N -1,08 6,60 1,83 -2,27 -3,86
D 092 -1,42 -0,58 1,54 0,59
E -0,79 -1,23 -1,93 -0,95 4,13
F -1,08 -1,67 -1,14 3,31 -0,38
M -0,84 -1,29 -1,14 -0,33 2,85
A 0,25 0,27 2,03 147 -3,72
M 5,20 0,75 0,35 0,52 -3,16
J -1,00 3,28 459 -2,67 -3,58
J -0,84 0,19 -2,03 -117 3,69

TABLA 25. Residuos estandarizados de los rangos de talla de la altura de la linea germinal
avanzada (LGA). Los Vilos. Machos.

MES 0-15 (um) | 15-30 (um) | 30 - 45 (um) | 45 - 60 (um) | > 60 (>m)
A 0,47 1,29 0,57 -1,64 -0,51
S 0,40 0,39 0,42 -0,25 -0,73
0 0,68 -1,13 -0,55 -0,49 1,72
N 0,94 -3,01 -1,70 6,00 -0,51
D -0,80 1,43 2,98 -0,35 -34
E -0,69 4,95 0,09 1,77 -2,93
F 047 -1,58 0,57 218 1,21
M 0,96 5,39 -1,00 -1,87 -3,10
A 0,40 0,39 0,42 2,74 -3,45
M -0,94 -2,29 -1,70 241 6,46
J -0,87 -2,79 -2,28 -2,24 7,28
J 0,96 -1,48 2,63 -0,95 -0,59




TABLA 26. Resultados del recuento por érea de tipos celulares de Fissurella latimarginata .
Punta Coloso. Hembras. OPV: ovocitos previtelogénicos; OVA: ovocitos vitelogénicos
adheridos; OVL: ovocitos vitelogénicos libres.

TIPOS CELULARES

MES OPV OVA OVL

PROMEDIO D.E. PROMEDIO D.E. PROMEDIO D.E.
5.8 4.5 1.3 15 121 30
0.1 0.5 0.1 0.1 12.3 1.4
4.6 89 1.0 1.2 134 30
1.2 31 24 1.0 89 22
0.0 0.0 0.0 0.0 11.2 0.9
3.1 37 0.8 0.9 111 1.9
4.7 54 0.5 0.7 10.1 2.3
10.2 24 20 1.0 8.0 1.2
5.4 4.2 0.8 0.6 12.3 1.2
8.4 6.9 1.3 11 14:9 24
2.4 2.2 0.5 0.8 12.5 1.2
8.6 39 34 14 9.8 1.4

Cl—I=E(PIEIMmo|(Z|o|wn|>

TABLA 27. Resultados del recuento por &rea de tipos celulares de Fissurella latimarginata
Los Vilos. Hembras. OPV : ovocitos previtelogénicos ; OVA: ovacitos vitelogénicos
adheridos; OVL: ovocitos vitelogénicos libres.

TIPOS CELULARES

MES OPV OVA OVL

PROMEDIO | DE | PROMEDIO | DE. | PROMEDIO | DE
34 34 0.53 0.7 11.5 1.8
50 39 0.16 0.2 10.5 1.3
55 8.7 0.07 0.1 1.3 24
20 34 0.03 0.1 10.9 1.6
36 2.2 0.73 0.5 10.4 14/
32 4.0 0.69 0.4 8.3 1.9
4.2 3.0 0.25 0.3 10.1 1.1
1 46 0.56 0.6 97 1.7
4.7 7.5 0.17 0.3 10.2 2.8
30 4.0 0.13 0.5 9.6 1.4
593 11.8 0.25 0.5 9 36
89 12.2 0.70 20 9 33

cl—ZIr|IZE|mMm|lo|=z|oln|>
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TABLA 28. Resultados del analisis de varianza de una via (ANDEVA, p = 0.05), para el nimero
de tipos celulares en hembras de Fissurella latimarginata, por tipo celular , mes

y localidad.
Origendela | Gradosde Valor criico |  Diferencia
Varfacién libertad i S deF significativa
Antofagasta| 11 7,62 | 0.0000 2,26 Si
OPV Los Vilos 11 1,52 0,1273 2,26 NO
Localidad 1 0.00 0,9600 43 NO
Antofagasta| 11 14,35]  0.0000 2,26 S
OVA Localidad 1 746 | 10,0100 4,30 Sl
Los Vilos 11 11,54 0.0000 2,26 Si
Antofagasta| 11 [11,44 | 0.0000 2,26 sl
ovL Localidad 1 365 | 0,0700 4,30 NO
Los Vilos 1 4,31 0.0000 2,26 si
Antofagasta Tipos 2 54,6 0.0000 3,44 S
LosVilos | Tipos 2 [1782] 0,0001 3,44 si
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TABLA 29, Resultados de la comparacion de promedios mensuales del nimero de ovocitos previtelogénicos
(OPV), segin el método T* de Spjotvoll & Stoline. Punta Coloso. Hembras. El sombreado muestra
las diferencias significativas entre los meses.

0,007

1,000

1,000

0,157

0,920

1,000

1,000

1,000

0,913

0,697

0,026

0,007

0,560

0,014

1,000

0,892

0,178

0,012

0,002

0,110

0,972

0,000

1,000

0,560

0,000

0,508

1,000

1,000

1,000

1,000

0,775

0,99

0,061

1,000

0,014

0,000

0,000

0,000

0,001

1,000

1,000

0,890

0,000

0,021

0,157

1,000

0,508

0,000

0,942

0,462

0,000

0,252

0,011

0,989

0,000

0,920

0,892

1,000

0,000

0,942

0,999

0,829

0,975

0,097

1,000

0,000

1,000

0,178

1,000

0,001

0,462

0,999

0,000

1,000

0,505

0,972

0,005

1,000

0,012

1,000

1,000

0,000

0,829

0,000

0,000

0,970

0,000

0,104

1,000

0,115

0,002

1,000

0,252

0,975

1,000

0,000

0,864

0,878

0,054

0,913

0,000

0,775

0,890

0,002

0,097

0,505

0,970

0,864

0,021

0,889

0,697

0,972

0,996

0,000

0,989

1,000

0,972

0,000

0,878

0,110

0,000

|l |ES|»|E8|lmm|o|=|C|lw|>

0,026

0,000

0,061

0,021

0,000

0,000

0,005

0,104

0,054

0,889

0,000

TABLA 30. Resultados de la comparacion de promedios mensuales del nimero de ovocitos vitelogénicos
adheridos (OVA), segtin el método T de Spjotvoll & Stoline. Punta Coloso. Hembras. El sombreado
muestra las diferencias significativas entre los meses.

0,025

1,000

0,087

0,253

0,986

0,699

0,755

0,997

1,000

0,684

0,000

0,025

0,745

0,000

1,000

0,871

0,991

0,000

0,767

0,044

0,997

0,000

1,000

0,745

0,132

0,670

1,000

0,998

0,591

1,000

1,000

0,996

0,000

0,087

0,000

0,132

0,000

0,005

0,000

0,998

0,011

0,206

0,000

0,145

0,253

1,000

0,670

0,000

0,917

0,996

0,002

0,847

0,197

0,998

0,000

0,986

0,871

1,000

0,005

0,917

1,000

0,108

1,000

0,970

1,000

0,000

0,699

0,991

0,998

0,000

0,996

1,000

0,005

1,000

0,598

1,000

0,000

0,755

0,000

0,591

0,998

0,002

0,108

0,005

0,176

0,836

0,007

0,013

0,997

0,767

1,000

0,011

0,847

1,000

1,000

0,176

0,991

0,999

0,000

1,000

0,044

1,000

0,206

0,197

0,970

0,598

0,836

0,991

0,587

0,000

0,684

0,997

0,996

0,000

0,998

1,000

1,000

0,007

0,999

0,587

0,000

Cle Bl |IE|mMmOo|=|0|xn|>

0,000

0,000

0,000

0,145

0,000

0,000

0,000

0,013

0,000

0,000

0,000
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TABLA 31. Resultados de la comparacién de promedios mensuales del niimero de ovocitos vitelogénicos
libres (OVL), segin el método T* de Spjotvoll & Stoline . Punta Coloso Hembras . El sombreado
muestra las diferencias significativas entre los meses.

1,000

0,995

0,000

0,998

0,978

0,249

0,002

1,000

1,000

1,000

0,000

1,000

0,982

0,000

0,992

0,938

0,151

0,001

1,000

1,000

1,000

0,000

0,995

0,982

0,000

1,000

1,000

0,997

0,000

0,981

0,999

0,956

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,000

0,998

0,001

0,000

0,001

0,442

0,998

0,992

1,000

0,000

1,000

0,993

0,001

0,991

1,000

0,977

0,000

0,978

0,938

1,000

0,000

1,000

0,993

0,001

0,934

0,997

0,870

0,000

0,249

0,151

0,997

0,000

0,993

0,993

0,940

0,241

0,436

0,121

0,000

0,002

0,001

0,000

0,998

0,001

0,001

0,940

0,003

0,006

0,001

0,088
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1,000

1,000

0,981

0,001

0,991

0,934

0,241

0,003

1,000

1,000

0,000

=
=

1,000

1,000

0,999

0,000

1,000

0,997

0,436

0,006

1,000

1,000

0,000

[

1,000

1,000

0,956

0,001

0,977

0,870

0,121

0,001

1,000

1,000

0,000

e

0,000

0,000

0,000

0,442

0,000

0,000

0,000

0,088

0,000

0,000

0,000
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TABLA32  Residuos estandarizados del nimero de ovocitos por &rea en individuos de
F. latimarginata . Punta Coloso. Hembras.

TIPOS CELULARES

OPV | OVA | ov
023 | -004 | 017
24 [ 128
047 | -0m | 051
278 | 112 | -253
240 | 136 | 231
078 | -036 | 072
026 | 086 | 008
== I
010 | -069 | 015
134 | 026 | 095
17 | 057
141 | 254 | 1,95

MES

|l |IEImMmo|=Z|0|lw|>




TABLA 33, Resultados de la comparacion de promedios mensuales del nimero de ovocitos previtelogénicos
(OPV), seglin el método T" de Spjotvoll & Stoline. Los Vilos . Hembras. El sombreado muestra
las diferencias significativas entre los meses.

A

S

E

0,590

0,505

0,651

0,944

0,954

0,783

0,132

0,652

0,917

0,395

0,044

0,590

0,861

0,246

0,550

0,455

0,741

0,272

0,899

0,469

0,726

0,030

0,505

0,861

0,209

0,460

0,380

0,625

0,405

0,764

0,396

0,883

0,166

0,651

0,246

0,209

0,506

0,611

0,378

0,018

0,275

0,698

0,123

0,003

0,944

0,550

0,460

0,506

0,865

0,790

0,062

0,622

0,833

0,319

0,012

0,954

0,455

0,380

0,611

0,865

0,670

0,043

0,514

0,949

0,250

0,007

0,783

0,741

0,625

0,378

0,790

0,670

0,130

0,830

0,663

0,481

0,032

0,132

0,272

0,405

0,018

0,062

0,043

0,130

0,194

0,066

0,453

0,518

0,652

0,899

0,764

0,275

0,622

0,514

0,830

0,194

0,525

0,619

0,054

0,917

0,469

0,396

0,698

0,833

0,949

0,663

0,066

0,525

0,281

0,016

0,395

0,726

0,883

0,123

0,319

0,250

0,481

0,453

0,619

0,281

0,173
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0,044

0,090

0,166

0,003

0,012

0,007

0,032

0518

0,054

0,016

0,173

TABLA 34, Resultados de la comparacion de promedios mensuales del nimero de ovocitos vitelogénicos
adheridos (OVA) , segtin el método T" de Spjotvoll & Stoline . Los Vilos . Hembras . El sombreado

muestra las diferencias significativas entre los meses.

A

0

E

0,602

0,250

0,141

0,994

0,999

0,901

1,000

0,094

0,094

0,094

0,094

0,602

1,000

0,998

0,002

0,007

1,000

0,127

0,991

0,993

0,991

0,991

0,250

1,000

1,000

0,001

0,004

0,992

0,068

1,000

1,000

1,000

1,000

0,141

0,998

1,000

0,000

0,000

0,845

0,002

1,000

1,000

1,000

1,000

0,994

0,002

0,001

0,000

1,000

0,006

0,968

0,000

0,000

0,000

0,000

0,999

0,007

0,004

0,000

1,000

0,018

0,997

0,000

0,000

0,000

0,000

n|m|lo|l=z|lolw|»

0,901

1,000

0,992

0,845

0,006

0,018

0,311

0,678

0,844

0,765

0,678

=

1,000

0,127

0,068

0,002

0,968

0,997

0,311

0,000

0,004

0,001

0,000

0,094

0,991

1,000

1,000

0,000

0,000

0,678

0,000

1,000

1,000

1,000

0,094

0,993

1,000

1,000

0,000

0,000

0,844

0,004

1,000

1,000

1,000

0,094

0,991

1,000

1,000

0,000

0,000

0,765

0,001

1,000

1,000

1,000

| =|>

0,094

0,991

1,000

1,000

0,000

0,000

0,678

0,000

1,000

1,000

1,000
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TABLA 35. Resultados de la comparacion de promedios mensuales del nimero de ovocitos vitelogénicos
libres (OVL), segtn el método T" de Spjotvoll & Stoline . Los Vilos . Hembras . El sombreado
muestra las diferencias significativas entre los meses.

A

0

E

0,996

1,000

1,000

0,990

0,028

0,936

0,780

0,964

0,736

0,012

0,009

0,996

0,999

1,000

1,000

0,215

1,000

0,999

1,000

0,997

0,106

0,084

1,000

0,999

1,000

0,997

0,027

0,969

0,846

0,985

0,806

0,012

0,008

1,000

1,000

1,000

1,000

0,032

0,997

0,950

0,999

0,924

0,015

0,009

0,990

1,000

0,997

1,000

0,111

1,000

0,999

1,000

0,996

0,052

0,035

0,028

0,215

0,027

0,032

0,111

0,444

0,726

0,340

0,931

1,000

1,000

0,936

1,000

0,969

0,997

1,000

0,444

1,000

1,000

1,000

0,244

0,204

0,780

0,999

0,846

0,950

0,999

0,726

1,000

1,000

1,000

0,472

0,425

IElmmo|=2|0|wvw|X>

0,964

1,000

0,985

0,999

1,000

0,340

1,000

1,000

1,000

0,178

0,143

=

0,736

0,997

0,806

0,924

0,996

0,931

1,000

1,000

1,000

0,758

0,737

0,012

0,106

0,012

0,015

0,052

1,000

0,244

0,472

0,178

0,758

1,000

0,009

0,084

0,008

0,009

0,035

1,000

0,204

0,425

0,143

0,737

1,000
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TABLA 36  Residuos estandarizados del nimero de ovocitos por &rea en individuos de
F. latimarginata . Los Vilos. Hembras.

TIPOS CELULARES
OPV | OVA | OVL
-094 | 036 0,71
002 | -047 | 009
008 | -071 0,10
137 | -067 | 132
069 | 085 0,38

--046 | 097 0,16
027 | -022 | 028
1,15 028 | -1,04
006 | -042 | 015
-066 | -041 0,66
091 020 | -0,73
1,94 g5 | -1.78

MES

|l IEImMmmo|=|0|lv|>
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Figura 2. Ej j
jemplar de Fissurella latimarginata (tomado de Oliva & Castilla, 1992)
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Figura 3 MD1

Figura4 FD1

Figura 5 MD2

Figura 6 FD2

: (Masculino. Desarrollo estado 1). Madurez inicial. Se observa la linea
germinal temprana (LGT) en los septos gonadales al corte transversal de la
porcion de gonada. Es posible detectar la disposicion radial centrifuga de las
espermatogonias y de los espermatocitos ( ) ) alrededor del vaso
hemolinfatico del septo ( — ). Antro gonadal ( $§). 100 X.

: (Femenino. Desarrollo estado 1). Madurez inicial. Se observa la LGT al
corte transversal compuesta por ovogonias y ovocitos previtelogénicos 1y 2
( ) ) alrededor de la trabécula ( — ). 40 X.

: (Masculino. Desarrollo estado 2). Madurez avanzada. Los septos se
encuentran rodeados con abundante LGT ( ) ) y por una banda de LGA
que comienza a engrosarse, esta Ulima presenta esperméatidas avanzadas
dispuestas en espigas ( + ) hacia el antro gonadal ( k). 100X

: (Femenino. Desarrollo estado 2). Madurez avanzada. Se deja en evidencia
el gran nimero de OPV 1y 2 ( ) ) que conforman la LGT. Una cantidad no
despreciable de OVL presentando cubiertas gelatinosas, se encuentran en

la seccion ( »=). 40 X.






Figura7 MD3

Figura8 FD3

Figura9 MR1

Figura 10 FR1

: (Masculino. Desarrollo estado 3). Madurez total. Es facilmente reconocible
la banda persistente de LGT ( } ), asociada a una gran region germinal
avanzada (LGA), constituida por abundantes y extensas espigas de
espermétidas avanzadas ( % ). Vaso hemolinfatico del septo gonadal
(—). 100 X.

. (Femenino. Desarrollo estado 3). Madurez total. Los septos gonadales
aparecen disminuidos en grosor ( — ) a causa de la gran cantidad de OVL
que estan llenando la cavidad gonadal (). 40 X.

: (Masculino. Regresion estado 1). Se observa la regresion inicial de la
gonada o evacuacion parcial de gametos maduros (espermatozoides).
Nuevamente la regién germinal temprana (LGT) comienza a engrosarse, en
tanto se produce la desorganizacion de las espermatidas que formaban
parte de las espigas ( * ), estructuras caracteristicas de la madurez total.
Grupos de espermatozoides liberados en el antro de la gonada (*). Vaso
hemolinfatico ( — ). 100 X.

: (Femenino. Regresion estado 1). La emision parcial de los 6vulos de F.
latimarginata exhibe una seccion gonadal con LGT desarrollandose ( ) ),
ademas de OVL en desorganizacion ( 3 ) y desplazéndose hacia el antro
gonadal ( ¢ ). 40 X.
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Figura 11 MR2

Figura 12 FR2

: (Masculino. Regresion estado 2). La microfotografia muestra una gonada
en regresion final o evacuacion total de espermatozoides, los septos
gonadales se presentan depletados y con una estrecha banda de LGT
compuesta por espermatogonias ( ) ). Es posible detectar espermatozoides
residuales situados en el limen de la gonada ( *). Vaso hemolinfatico
( —).100 X.

: (Femenino. Regresion estado 2). La gonada femenina presenta los septos
gonadales depletados asociados a una regién de LGT representada por
ovogonias y OPV 1y 2 () ). OVL residuales en el antro de la gonada

experimentando citolisis ( 3¢ ). 40 X.
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Figura 13. (A) S
. (A) Septo gonadal de un mach
de células germineles medi cho mostrando la distibucion centrifuga radia de las regi
A ales medidas (LGT y LGA). (B) Recuento de ovocit T ori iy
rea de conteo (3¢). ocitos mediante videomicroscopia.
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FIGURA 14.

(A): Machos; (B): Hembras.

Fissurella latimarginata. Punta C0l0so.
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FIGURA15. Distribucion mensual de frecuencias (%) de estados gonadales cualitativos en

Fissurella Iatimarginata. Punta Coloso. Total poblacional.
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FIGURA17. Distribucion mensual de frecuencia (%) de estados gonadales cualitativos en

Fissurella latimarginata. Los Vilos. Total poblacional.
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FIGURA19.  Distribucion mensual de fallas
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FIGURA20. Distribucion mensual de tallas de la altura de la linea germinal de Fissurella
latimarginata. Los Vilos. Machos. (A): linea germinal temprana (LGT); (B): linea

germinal avanzada (LGA).
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FIGURA21.  Composicion por rangos de talla de la altura de la linea germinal temprana (LGT) de

Fissurella latimarginata. Punta Goloso. Machos.
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FIGURA22.  Composicion por rangos de talla de la altura de la linea germinal avanzada (LGA) de

Fissurella latimarginata. Punta Coloso. Machos.
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FIGURA23.  Composicion por rangos de talla de la altura de la linea germinal temprana (LGT) de

Fissurella latimarginata. Los Vilos. Machos.
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FIGURA 24.  Composicion por rangos de talla de la altura de lalinea germinal avanzada (LGA) de

Fissurella latimarginata. Los Vilos. Machos.
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FIGURA 25. Distribucién mensual del nimero de ovocitos por area de Fissurella latimarginata.
Punta Coloso. Hembras. (A): ovocitos previtelogénicos (OPV); (B): ovocitos
vitelogénicos adheridos (OVA); (C): ovocitos vitelogénicos libres (OVL).
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(B): ovocitos vitelogénicos
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Comparacion del nimero de fipos celulares de la linea germinal femenina. (A):

FIGURA 27.
Punta Coloso; (B): Los Vilos. OPV: ovocitos previtelogénicos; OVA: ovocitos

vitelogénicos adheridos; OVL: ovocitos vitelogénicos libres.

125



